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Uber einige interessante physikalisch-chemische 
und biologische Eigenschaften von Germanin 
(Bayer 205). I. 

Von 
Otto Jirovee (Prag), 

(Unter Mitwirkung von K. Wenig.) 

(Eingegangen am 16, Dezember 1942.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Das bekannte Trypanosomenheilmittel Germanin oder Bayer 205 
besitzt auBer seiner auBerordentlich starken und spezifischen trypano- 
ziden Einwirkung noch eine Reihe interessanter biochemischer Eigen- 
schaften, die bereits Gegenstand zahlreicher Untersuchungen waren. An 
erster Stelle ist seine schiitzende Wirkung auf verschiedene Kolloide 
zu nennen, deren Fallung — sei es auf physikalischem oder chemischem 
Wege — bei Germaninanwesenheit vollstandig, oder nur bis zu einem 
gewissen Grade, je nach der Konzentration des Germanins und der 
Kolloide, gehemmt wird. Mayer, Weichbrodt u.a. beobachteten gleich 
in den ersten Versuchen iiber die trypanoziden Eigenschaften des 
damals neuen Heilmittels, daB dasselbe die Blutgerinnung stark ver- 
mindert oder gar verhindert. Steppuhn, Zeiss und Brychonenko stellten 
dann fest, daB durch Germaninzusatz das Blutserum thermostabil 
wird und daB seine EiweiBstoffe bis zu gewissen Konzentrationen nicht 
mehr durch die ttblichen Koagulationsmittel fallbar seien. Fermente 
wie Lab verlieren ihre spezifische Einwirkung auf EiweiBstoffe und die 
Schutzwirkung von Antitoxinen wird durch Germanin aufgehoben. 
Komplemente werden durch Germanin gebunden. In einer weiteren 
Arbeit berichteten Steppuhn und Brychonenko, daB durch Germanin 
die Blutgerinnung infolge Verankerung von Thrombin und Fibrinogen 
aufgehoben wird. Mayer und Zeiss zeigten dann in ihren Ultrafiltrations- 
und Dialysierversuchen, daB das Germanin von Serumeiweif gebunden 
wird, und zwar vor allem an die Albumine. Jérovec und Kocidn be- 
schrieben eine abgestufte Schutzwirkung von Germanin auf Albumine 
und Peptone gegeniiber Hitze, sowie bei Sublimat- und Tannin- 
koagulation; in saurer Lésung werden dieselben jedoch durch das 
Germanin selbst ausgefallt. Im Gegensatz dazu fallen die Globuline 
bei Sublimatzusatz zu den germaninhaltigen Loésungen aus, und zwar 
wird bei steigendem Germaninzusatz auch der Niederschlag reichlicher. 
Lactoglobulinfillungen durch Tannin und Sublimat werden durch 
Germanin nicht beeinfluBt, nur die Sedimentation des Niederschlags 
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dauert beim gréBeren Getmaninzusatz langer, da der Niederschlag 
feinkérniger ist. Nach Fischer verschiebt Germanin den isoelektrischen 
Punkt der Globuline in die saure Zone, was Goldie in seinen zahlreichen 
Publikationen an dem franzésischen Praparat ,,Moranyl** (mit dem 
deutschen ,,Germanin‘ identisch) und an verschiedenen organischen 
und anorganischen Kolloiden bestatigt hat. Kocidn studierte die Schutz- 
wirkung von Germanin auf das Blut verschiedener Wirbeltiere gegen- 
iiber Hitze, Tannin, CuSO, und OsQO, und fand ziemlich groBe Unter. 
schiede bei den einzelnen Arten. Im allgemeinen war Rinder- und Vogel- 
blut durch Germanin schlechter geschiitzt als Menschen-, Kaninchen., 
Pferde- und Karpfenblut. Im AnschluB an die Arbeit von Jirovec und 
Kocidn zeigte Oesterlin, daB durch Fallung durch Sublimat und 
Natriumsulfat bei Anwesenheit von Germanin und anderen verwandten 
Stoffen aus dieser Reihe die Globuline weitgehend verandert werden 
und da®B ein direkter Zusammenhang zwischen Fiallungsinderungen 
und dem chemotherapeutischen Index der trypanoziden Stoffe erkenn- 
bar ist. Labes und Billmann stellten aihnliche Beziehungen zwischen 
Konstitution und Wirksamkeit einiger Praparate (Germanin, Naph- 
thalinsulfonséuren und einiger Farbstoffe) auf Casein bei wechselndem 
pu fest. 

In zahlreichen Arbeiten wird auch tiber den EinfluB des Germanins 
auf verschiedene serologische und immunologische Reaktionen berichtet, 
doch stimmen die Ergebnisse nicht immer tiberein. So stellten Maka- 
rowa und Zeiss, ferner Schmidt und auch Collier fest, daB die Pra- 
zipitinreaktionen durch Germanin nicht beeinfluBt werden (dies konnte 
ich in mehreren Versuchsreihen vollauf bestatigen). Kritschewski und 
Avrech behaupten jedoch, daB die Fallungsreaktion in hohem Mabe 
durch Germanin behindert wird, welches auch auf die Agglutination 
der Bakterien einen antagonistischen EinfluB ausiiben soll. Auch das 
Beladungsphaénomen der Spirochaéten und Trypanosomen nach Riecken- 
berg wird durch Germanin und Glucose behindert. Die Hamolysin- 
reaktion findet bei Germaninanwesenheit nicht statt, und zwar infolge 
Inaktivierung des Komplements. Schmidt, ferner Makarowa und Zeiss, 
sowie Colliery stellten die Schutzwirkung von Germanin gegen den 
anaphylaktischen Schock fest. Iwanoff sowie Dwolaizkaja-Baryschewa 
konnten dies jedoch nicht bestatigen. 

Goldie stellte ein Herabsetzen der Toxizitat des Diphtherietoxins 
durch Germanin fiir Meerschweinchen fest. 

In Fortsetzung meiner ersten Arbeit iiber die Schutzwirkung des 
Germanins auf EiweiBstofte beschaftigte ich mich in letzten Jahren 
weiter mit dessen EinfluB8 auf verschiedene biochemische Reaktionen 
sowie auf die tierische Zelle selbst und es gelang mir, einige weitere 
recht interessante Tatsachen zu erkunden, iiber die ich in dieser Arbeit 
vorlaufig berichten méchte. 
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Meine Versuche muBten leider infolge der Kriegsereignisse vorzeitig 
abgebrochen werden und ich bin zur Zeit nicht in der Lage, dieselben in 
absehbarer Zeit zu vollenden. Vielleicht werden andere berufenere Arbeiter 
auf diesem Gebiete meine Beobachtungen vertiefen und ihnen eine griind- 
lichere theoretische Auslegung geben kénnen. Fiir die gefallige Uberlassung 
des Germanins spreche ich der Firma ,, Bayer‘: (Leverkusen) meinen besten 
Dank aus. 


1, Weitere Belege iiber die Schutzwirkung von Germanin 
hei einigen Kolloidreaktionen, 


A. Die Schutzwirkung von Germanin auf die Elektrolytflockung von 
Kongorubin. 

Die Elektrolytflockung von Kongorubin ist gekennzeichnet durch 
den Farbumschlag von Rot ins Blaue und nachtragliche Bildung eines 
blauen Niederschlags (Ostwald). Bei Zusatz von 0,2° Germanin wird 
jedoch diese Reaktion vollkommen verhindert, wie uns die nachfolgende 
Tabeile belehrt. Die Kongorubinzahl nach Fiala ware also fiir Ger- 
manin 0,2. 

Tabelle I. 





0,01% Kongorubin ..cem 1 ] 1 1 1 I l 
es ak nes » | 39 | 85 | 8 2 1 0 
1% Germanin........ os 0,1 0.5 1 2 3 4 0 
IR. 21s Sn bee Seah. iv 5 5 5 5 5 5 ) 
Farbumschlag und Nieder- 

schlag nach 24 Std.....| +++ +4++++4+4+4 0 0 0 dnpect 


B. Schutzwirkung von Germanin auf die Elektrolytflockung von Mastixsol. 

Eine ebenso starke Schutzwirkung zeigte das Germanin gegen die 
Elektrolytausflockung von Mastixsol, das nach der Vorschrift von 
Ostwald bereitet wurde (5 ccm einer 5 °igen alkoholischen Lésung von 
Mastix in 100 cem dest. Wassers). Wie aus der Tabelle II ersichtlich ist, 
geniigt schon 0,1 © Germanin zum vollkommenen Schutz des Mastixsols. 


Tabelle II. 





i} | ! ! ! 
SS oe cm/ 95 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 
. Ses SyvQeree er oe wa 5 
1% Germanin ........... | 0,1 0,2 0,5 1,0 1,5 2, 0 
Oo 9: are «ef 1 1 1 1 1 0 1 
Flockung nach 24 Std...... +++444 4 i] “4 @ {+++ 


C. Die Schutzwirkung von Germanin auf Benzoe. 
Benzoekolloid wurde aus 1 %iger Alkohollésung bereitet, die 1; 50 
mit dest. Wasser gemischt wurde. Die Ausflockung geschah durch 
n/5 KCl. Wie aus der Tabelle IIT ersichtlich, ist die Schutzwirkung 
von Germanin auch fiir Benzoe bedeutend. 
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Tabelle III. 





Benzoekolloid .. . . 1 1 1 1 1 ] 1 
2% Germanin... 0,1 0,2 0,5 l tb} 2 — 
|< OE are errr 2,9 2,8 2,5 le a 3 
“SS 6 3) Sea ee 1 1 1 1 1 ] | 
Niederschlag..... ++++ [+--+ |. Triibung 0 0 0 +++4- 


D. Die Beeinflussung der Reaktion nach Takata-Ara durch Germanin. 


Um gentigende Mengen von Takata-positivem Serum zur Hand 
zu haben, benutzten wir normales Rinderserum, das bekanntlich immer 
eine stark positive Reaktion gibt. Dieselbe fiihrten wir in iiblicher 
Weise aus, doch setzten wir zum Rinderserum verschiedene Mengen 
von Germanin zu. Es zeigte sich, daB bereits ein Zusatz von 01°. 
Germanin einen negativen Ausfall der Reaktion verursacht, wahrend 
die Kontrollen ohne Germanin eindeutig positiv ausfielen. 


E. Die Beeinflussung der Weltmann-Reaktion durch Germanin. 


Die Thermokoagulation der Blutserumeiweibstoffe bei Gegenwart 
von Calciumchlorid (0,1°% —0,01°%) (nach Weltmann) wird durch 
Germanin in hohem Grade beeinfluBt. Wahrend das benutzte mensch- 
liche Serum allein bis zum zehnten Reagensglas eine starke Triibung 
und Ausflockung zeigte, verainderte sich der Ausgang der Reaktion 
nach Germaninzusatz in folgender Weise: 





Tabelle IV. 
Germaninkonzentration, °, 0,5 0,25 0,1 0,05 0,01 0,005 
Ausflockung, Reagensglas . 0 1i— 4; 1— 6; 1— 6 | 1- 6 
Triibung ohne Ausflockung, 
Reagensglas ........... 1-3 | 8-6 5— 8! 6-10 6-10 7-10 
Opaleszenz, Reagensglas.. 4-5 4-5 9-10 — — 


Es findet also eine sehr starke Verschiebung der Koagulationsreihe 


nach links statt. 
Auch die vereinfachte Reaktion nach Tewfl wird entsprechend 
durch Germanin beeinfluBt, wie aus folgender Tabelle ersichtlich ist. 





Tabelle V. 
I a ik cs ee a Oe dee Se ecm 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
OS A See et aria ere » | 49 | 4,85 | 48!) 4,7 | 4,4 9 | 290 
~ 0,05 0,1 0,2 0,5 1,0 2,0 


ee ee er er anger ce mre ee ‘ 


Tropfenzahl von 1% CaCl,, welche die | ; ao 
siedende Flissigkeit koaguliert j 6 & | 10; 122 M4, 18 | 
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Ausfithrung der Reaktion: 4,9 cem dest. H,O und 0,1 cem Serum 
werden tiber direkter Flamme gekocht und dann eine zehnmal verdiinnte 
Weltmannsche Lésung von CaCl, je zu zwei Tropfen zugefiigt. Normal- 
sera flocken nach Zufiigen von 6 bis 8 Tropfen. Wir sehen also, dab 
Germanin eine starke Verschiebung nach rechts verursacht. 


2, Polarographische Untersuchungen iiber die Schutzwirkung 

des Germanins auf Eiweibstoffe. 

Wie ich in einer friiheren Arbeit mit Wenig betonte, eignet sich 
die polarographische Methode von Prof. Heyrovsky auBerordentlich 
gut zum Studium verschiedener Veranderungen an Eiweibstoffen. Wir 
studierten damals die Denaturierung derselben durch ultraviolettes 
Licht und stellten fest, da gleich beim Beginn der Bestrahlung eine 
irreversible Denaturierung stattfindet, wobei sich die Anzahl der re- 
aktionsfihigen Sulfhydryl- bzw. Disulfidgruppen vergréBert, welche 
sonst in normalen nichtdenaturierten EiweiSmolekiilen maskiert vor- 
liegen. An den polarographischen Stromspannungskurven aubert sich 
diese Denaturationsphase durch das Steigen der beiden Eiweifstufen, 
wobei die zweite rascher und auch bedeutend hoher steigt als die erste. 
Nach gewisser Bestrahlungszeit erreichen beide Stufen zugleich ein 
Maximum und nun beginnt die zweite Phase, nimlich das Ausfallen 
der Eiwei8stoffe aus der Lésung, was sich an der fortschreitenden Ver- 
minderung der beiden Stufenhéhen erkennen 1a8t. Das Verhaltnis 
der beiden bleibt jedoch gleich groB, so daf offenbar trotz weiterer Be- 
strahlung die zusammengeballten Eiwei8molekiile keinen weiteren 
Verainderungen unterliegen. 

In den folgenden Versuchen tiber die Einwirkung des Germanins 
auf die Denaturierung der EiweiBstoffe, die gemeinsam mit Dr. K. Wenig 
durchgefiihrt wurden, bedienten wir uns wieder der Reaktion von 
Brdicka; EiweiBstoffe in gepufferten ammoniakalischen Kobaltsalz- 
lésungen zeigen namlich in ihren Stromspannungskurven eine typische 
Doppelstufe, die nach Brdicka durch Disulfid- oder Sulfhydrylgruppen 
der Proteinmolekiile bedingt ist. Zuerst stellten wir fest, daB Germanin 
in bezug auf die Quecksilbertropfelektrode zu den oberflichenaktiven 
Stoffen gehért, welche das Sauerstoffmaximum herabsetzen. Zu 10 cem 
n/L000 KCl wurden steigende Mengen (0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3 
und 0,35 ccm) einer 0,02 °Zigen Germaninlésung zugegeben und direkt 
polarographiert. Wie aus der Abb. 1 ersichtlich ist, wird durch steigende 
Germaninkonzentration das Sauerstoffmaximum fortlaufend herab- 
gesetzt. 

In weiteren Vorversuchen untersuchten wir den EinfluB ver- 
schiedener Germaninkonzentrationen auf die Serumeiweifstoffe. Mensch- 











270 QO. Jirovec: 


liches Serum wurde mit n/LO NH,Cl im Verhaltnis 1:25 verdiinnt. 
mit steigenden Germaninkonzentrationen gemischt, 1 cem einer solchen 
Losung in 10 cem der Kobaltmischung iibertragen (8 - 10-4 mol. CoCl,, 


5 I 
n/1000 KCL ; / 70cem n/1000 KCL +je 0.05 com 002 % Germanin 


i 


Lise 


Abb. 1. Herabsetzung der Sauerstoffmaxima durch Germanin. 


n/LO NH,Cl, n/lO NHs) und polarographiert. Wie aus der Abb. 2 
ersichtlich ist, bleiben der Verlauf der Stromspannungskurven und die 
Stufenhéhe dieselben wie in den Kontrollen ohne Germaninzusatz. 


Kontrolle 
Serum 2s 


Germanin 
Empf Yoo 


i il! 
ie 
a 


A ihe gh sia 


Abb. 2. Germanin iibt auf die Eiwei8stufen keinen Einflu®B aus. 


Polarographisch laBt sich nun die Schutzwirkung des Germanins 
bei der Hitzekoagulation der Eiweifstoffe gut verfolgen. Menschliches 
Serum wurde wieder mit n/l0 NH,Cl verdiinnt (1:25) und auf dem 
Wasserbade bis zu 100°C erwarmt. Der Temperaturanstieg um je 
10° C dauerte etwa 7 Minuten, so daB genug Zeit zur Entnahme von je 
leem der EiweiBlésung bei 40, 50, 60, 70, 80, 90 und 100°C blieb. 
Dieser 1 eem wurde in 10 ccm der Kobaltlésung tibertragen und polaro- 
graphiert. Aus der Abb. 3 sehen wir den langsamen Aufstieg der zweiten 
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Stufe bei 60 und 70°C; bei 80°C beginnt schon die Denaturierung, 
bei 90°C tritt aber auch die Hitzekoagulation der Serumeiweibstoffe 
auf, wodurch die beiden EiweiBstufen stark herabgesetzt werden. Durch 


Thermokoagutation 
Kontrolle 


Serum 25 i 
Emp 70 pe «8 Pe 28 oF 4% / © Be 


/ / / Apne” eae 
far fac for fart an / 90°C 100°C 


/ / / / j j 
Abb. 3. Thermokoagulation des menschlichen Blutserums. 
die entsprechende Abnahme der EiweiSkonzentration tritt nun das 
Kobaltmaximum, das durch den gréBeren KiweiBgehalt unterdriickt 
wurde, wieder hervor. 
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Abb. 4. Schutzwirkung von Germanin auf die Thermokoagulation der Serumeiweibstoffe. 


Wenn nun aber dem verdiinnten Serum vor dem Erhitzen Germanin 
1: 200 zugegeben wird, haben die Stromspannungskurven einen ganz 
anderen Verlauf. Bis zu 70°C sind Verlauf und Héhe praktisch gleich 
wie vorher, bei 80 und bei 90° C erhalten wir eine bedeutende Erhéhung 
der zweiten Stufe, was fiir eine Denaturierung der Serumeiweibstoffe 
spricht, die also auch bei der Anwesenheit von Germanin stattfindet. 
Bei 100° C ist ein Sinken der beiden Stufenhéhen zu beobachten, was 
auf eine teilweise Koagulation zuriickzufiihren ist. Das Germanin 
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beeinfluBt also nicht die Hitzedenaturierung der Eiweibstoffe, sondern 
verhindert nur deren Ausfailen in gréberen Teilchen. 
Ebensowenig wie die Hitzedenaturierung wird auch die alkali- 

sche Denaturierung der Eiweibstoffe durch das Germanin beeinfluBt. 24 
(Uber die alkalische Denaturierung siehe die Arbeiten von Brdicka 
1937, 1938.) Zu 0,5ccm Menschenserum, 5cem 2%igem Germanin 
und 3,5cem dest. Wassers wurde 1 ccm n KOH zugesetzt und nach 
bestimmten Zeitabschnitten immer 1 cem des Gemisches in die Kobalt- 
lésung tibertragen und polarographiert. Die Denaturierung verliuft 
unbehindert trotz der zugegebenen ziemlich hohen Germaninkonzen- 


tration, wie aus der Abb. 5 ersichtlich ist. 
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Abb. 5. Alkalische Denaturierung des Serums wird durch Germanin nicht beeinflubt. 


3. Die Umiinderung des elektrischen Ladungssinnes einiger Farbstoffe 
nach Germaninzusatz, 

In einem hangenden, in die Farbstofflésung eingetauchten Filter- 
papierstreifen, der nach Fichter und Sahlbom negativ geladen ist, steigen 
nur gleichsinnig, d. h. negativ geladene Teilchen empor. Wir kénnen 
also mit Hilfe dieser Kapillarreaktion , negativ’ und ,,positiv’ geladene 
Stoffe unterscheiden. Die ersteren steigen hinauf, die letzteren werden 
in geringer Entfernung von der Oberfliche konzentriert und flocken 
aus, wahrend im Filterpapierstreifen nur reines Wasser weiter empor- 
steigt. Es zeigt sich nun, daB die sogenannten basischen Kernfarbstoffe 
alle ,,positiv’‘ geladen sind, und deshalb nicht hinaufsteigen, wahrend zu 
die sauren Plasmafarbstoffe ,negativ‘‘ geladen im Filterpapier rasch be 
emporsteigen. Durch Germaninzusatz erfolgt nun eine ,,Umladung* 
der erstgenannten Farbstoffgruppe. Die Technik unserer Versuche war in 
folgende: 1 ccm einer wasserigen 0,1 %igen Farbstofflésung wurde mit He 

gleicher Menge 1°%iger wasseriger Germaninlésung in gewohnlichen 
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Reagensréhrchen gemischt und in die Lésung ein etwa 15cm langer, 
10mm breiter und in der Mitte der Lange nach zusammengefalteter 
Filterpapierstreifen eingetaucht. Die Resultate wurden nach 1, 6 und 
24 Stunden abgelesen. Trotz dieser sehr primitiven Technik zeigte 
sich ein sehr markanter Unterschied zwischen den Germanin-Farbstoff- 
Gemischen und den Kontrollen ohne Getmanin. 


An folgenden Farbstoffen vollzieht sich eine ,,.Umladung™ von 
_positiv’’ zu ..negativ’, so daB diese im Filterpapierstreifen empor- 


steigen : 
Gentiana Kristallviolett Pyoktanin 
Brillantkresylblau Trypaflavin Athylgriin 
Malachitgriin Chrysoidin Rhodamin 
Janusgriin Parafuchsin Safranin 
Methylgriin Anilingelb Methylenviolett 
Methylenblau Neuviktoriagriin Vesuvin 
Magentarot Methylviolett Thioflavin 
Pyronin Thionin Berberinsulfat 


Keine Umandeiung des Ladungssinnes zeigten die ,.negativ’ ge- 
=) e 5 & 5 
ladenen und cesla'b auch olne Zusatz tasch emporsteigenden Farb- 


stoffe: 


Saurefuchsin j Eriogriin Lichtgriim 

Eosin Erioglaucin Sulphorhodamin 
Rose bengale Phloxinrhodamin G Amidoantrachinon 
Bromthymolblau Thiazinbraun Ponceau de xylidin 
Methylrot Orange G Alizaringriin 
Methylorange Bordeauxrot Anilinblau 
Phenolrot Tartrazin Nigrosin 
Bromkresylgriin Chinablau Naphtholgriin 
Kresolrot 


Bei kolloidalen Farbstoffen, wie Kongorot, Kongorubin, Nacht- 
blau, Pyrrolblau, Trypamot, die selbst entweder gar nicht oder nur 
sehr wenig emporsteigen, begiinstigt Germaninzusatz das Emporsteigen 
nicht, 

In Kontiollen, zu denen statt des Germanins menschliches Serum 
m 5% zugegeben wurde, lieB sich keine Umarderung des Ladungssinnes 
heobachten. 

Germanin selbst ist offenbar .negativ’’ geladen, denn es steigt 
in dem Filterpapierstreifen empor, wie ich mich durch den positiven 
Heilungseffekt eines Extraktes aus dem oberen Streifenteil bei try- 
panosomeninfizierten Ratten tiberzeugen konnte. 
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4, Diffusion einiger Farbstoffe in Gelatine bei Anwesenheit 
von Germanin. 


Kleindisperse Farbstoffe diffundieren in eine erstarrte Gelatine. 
lésung innerhalb kurzer Zeit tief hinein. Wenn ihnen jedoch Germanin 
zugesetzt wird, so wird bei vielen die Diffusionsgeschwindigkeit in 
hohem Mae verringert. Unsere Technik war folgende: 5% ige, in 
gewohnlichen Reagensréhrchen erstarrte Gelatine wurde mit 2 ccm 
eines Gemisches gleicher Teile von 1% ger wasseriger Germaninlésung 
und 0,1 %iger wasseriger Farbstofflésung tiberschichtet. In einem 
Kontrollréhrehen geschah die Uberschichtung nur mit dem Farbstoff, 
der mit gleichen Teilen dest. Wassers verdiinnt wurde, und im zweiten 
Kontrollréhrchen mit 1 Teil Farbstoff +1 Teil 10% 'gem Serum. Die 
Roéhrehen wurden nach 24, 48 und 72 Stunden gepriift. Es zeigte sich 
daB die Kontrollen sowie auch die Gemische des Farbstoffes mit Serum 
oder 5 %iger Harnstofflésung sich ganz gleich verhielten. Dagegen war 
nach Germaninzusatz bei einigen Farbstoffen ein bedeutender Unter- 
schied zu verzeichnen. 


Bei den folgenden Farbstoffen war die Diffusionsgeschwindigke it 
nach 72 Stunden durch Germaninzusatz um etwa !/, bis 3/4 im Vergleich 
mit den Kontrollen verringert. Der Diffusionsstreifen des Farbstoff 


+. Germanin-Gemisches war z. B. nach 72 Stunden 2 bis 5mm, die 
Kontrollen mit oder ohne Serum nach gleicher Zeit dagegen 6. bis 
20 mm: 





Diffusionshéhe Diffusionshéhe 
bei Zusatz von bei Zusatz von 
Farbstoff 





Farbstoff — acai atcedaaet tiglondeieetibas bade 
Germanin Serum Wasser Germanin Serum Wasse: 


mm mm mm mm mm mm 


Gentiana y Methylviolett 
Brillantkresy]- Thionin 

é Pyoktanin .... 
Malachitgriin ... 5 Rhodamin G .. 
Methylgriin Sane at Safranin 
Magentarot .... | Methylenviolett 
Pyronin | 1 p Methylenblau. . 
Kristallviolett . . f Janusgriin .... 
Trypaflavin .... E Solidgriin 
Chrysoidin Athylgriin 
Anilingelb f Smaragdgriin 
Parafuchsin .... Vesuvin 
Neuviktoriagriin E : Thioflavin 
Methvlenviolett . { Berberinsulfat . 
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Bei der zweiten Gruppe lieB sich keine Steigerung oder Verminderung 


der Diffusion beobachten: 





Diffusionshéhe 

bei Zusatz von 

Farbstoff — oF, PPA, 5 
Germanin Serum Wasser 


mim mm mm 


10 
15 
5 
15 
2) 
16 
PO 
PO 
10 
12 
10 


10 


15 


Saurefuchsin 
fosin 

tose bengale ... 
Bromthymolblau 
Methylrot 
Methylorange . . . 
Phenolrot 
Kresolrot 
Eriogriin 
Phloxinrhodamin 
Thiazinbraun .. . 
Orange G 
Bordeauxrot 
Lichtgriin 


» 
15 
YO) 
16 
20) 
YO) 
10) 
12 
10 


15 


15 





Farbstofi 


Sulforhodamin . 


Amidoantra- 
chinon 
Ponceau de 
xvlidin .... 
Bromkresylgriin 
Tartrazin 


Alizaringriin ... 
Alizaringelb.... 
Brillantcrocin . . 
Indophenol .... 


Tropeolin 
Methanylgelb 


Brillantschwarz. 


Diffusionshdhe 

bei Zusatz von 
Germanin Wasser 
mm 


Serum 


mim mm 


20 PO 


15 15 


15 
20 


10 


15 
1) 


15 


12 


In der dritten Gruppe ergab sich nach dem Getmaninzusatz eine 


Steigerung 


des Diffusionsvermégens: 





Diffusionshdh« 
bei Zusatz von 
Farbstoff - -——— 
Germanin’ Serum Wasser 


mm mm mm 


Pyrrolblau 
Opalblau 
Benzoazurin 
Anilinblau 
Wasserblau 
Dianilblau 
Trypanrot 
Methyviblau 





Bei Kongorot, das in die Gelatine nicht diffundiert, 


Farbstoff 


Chinablau 
Alizarinrot 
Naphtholgriin 


Bleu de Lyon .. 


Benzopurpurin 
Nigrosin 
Metachromgelb 


Veranderung, ebensowenig bei Kongorubin. 
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Zur Methodik der Bestimmung von Gesamtvitamin (, 
Von 
Ernst Giinther. 
(Aus dem Institut fiir Pflanzenbau und Pflanzenziichtung der Universitat 
Halle, Abteilung Gemiiseziichtung. ) * 
(Eingegangen am 24, Dezember 1942.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Bestimmung von Gesamtvitamin C (Ascorbinsaure -- De- 
hydroascorbinsdure + an Eiweil} gebundene Ascorbinsaure) stellt den 
Analytiker vor manche Aufgabe. Da die Dehydroascorbinsaure im 
menschlichen Organismus zu Ascorbinsdure hydriert wird, sie also auch 
bei der menschlichen Ernahrung als vollwertiges Vitamin C zu rechnen 
ist, muB ihre Bestimmung immer mit durchgefiihrt werden, sollen die 
Untersuchungen wissenschaftliche Geltung haben. Das Vitamin C dient 
beim Aufbau der Kohlenwasserstoffverbindungen in der Pflanze als 
Wasserstoffiibertrager. Dies geht am anschaulichsten aus der Struktur- 
formel hervor: 


H—C 
H 2 HO—C_H 


HOH,C CH,OH 


Ascorbinséure = Dehydroascorbinsiure 


Das Vitamin © hat also durchaus labilen Charakter und hat als 
Redoxsystem Ascorbinséure =~ Dehydroascorbinsdure zu gelten (1). 
Bei der Bestimmung mu8 demnach eine weitgehende Stabilisierung vor- 
genommen werden, die man durch Behandlung der zu untersuchenden 
Substanz mit Metaphosphorsdure erreicht. Andererseits sieht man 
daraus aber auch, daB die Dehydroascorbinsiure immer mitbestimmt 
werden mu. So fanden wir im Wirsingkohl in alten Blattern in 100 ¢ 
Frischsubstanz 31,0mg Ascorbinséure und 33,9mg_ Ascorbinsdure 
+ Dehydroascorbinsaiure, also nur 2,9mg Dehydroascorbinsiure. In 
den jungen Blattern desselben Kopfes, die noch hellgriin waren, fanden 


* Aus dem Arbeitskreis V 9, 
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wir dagegen 24.0 mg Ascorbinséure und 46,3 mg Ascorbinsaure -+ De 
hydroascorbinsaure, also 22,3mg Dehydroascorbinsaure. Hatte man 
nur die Ascorbinséiure bestimmt, so hatte man ein ganz falsches Bild 
vom Gehalt an Gesamtvitamin C erhalten. 


Die Ascorbinsaure an sich kann infolge ihres starken Reduktions 
vermégens durch Titration mit Oxydationslésungen leicht bestimm} 
werden, zu deren gebrauchlichsten 2, 6-Dichlorphenolindophenol gehért. 
Treten dagegen noch reduzierende, oxydierende und andere stérende 
Stoffe mit auf, wie es durch die Fermente, Oxydasen und Redoxsysteme 
im pflanzlichen Gewebe standig zutrifft, so ist die Bestimmung schon 
etheblich schwieriger. Einerseits kénnen die reduzierenden Begleitstoffe 
die Ascorbinsdéurewerte falschlich erhéhen, hierzu gehéren vornehmlich 
Schwefelverbindungen wie Thiosulfat, Sulfide, Cystein, Glutathion 
Ergothionein, Glucoredukton, Ferrosalze und Gerbstoffe, die meistens 
in tierischen und pflanzlichen Geweben angetroffen werden (2), anderer. 
seits kénnen durch Oxydation erhebliche Verluste an Ascorbinsaure 
eintreten. Ein Teil dieser Stoffe kann durch die Quecksilberacetat- 
methode bei der Reduktion durch Schwefelwasserstoff nach A. Fujita 
und 7's. Ebihara (3) gréBtenteils entfernt werden, doch kann der 
Schwefelwasserstoff die Bildung von Substanzen nach sich ziehen, die 
zwar verschieden von der Ascorbinséure sind, aber ebenfalls 2, 6-Di- 


chlorphenolindophenol reduzieren (4). So fanden wir bei unseren 
Untersuchungen im Kartoffelfleisch bei der Reduktion mit Schwefel- 
wasserstoff nach Fujita und Hbihara immer zu hohe Werte. Oder der 


Umschlag bei der Titration mit der Indophenollésung war so ungewib, 
daB man zu keinen richtigen Werten kommen konnte. Nach einigen 
Sekunden trat immer wieder Entfarbung ein, so daB man sich nicht des 
Gedankens erwehren konnte, daB die Entfarbung der Indophenollésung 
nicht von Ascorbinséure, sondern von anderen reduzierenden Stoffen 
herriihren miibte. 


So wurden im Extrakt von Kartoffelbrei nach der Methode Hage- 
dorn- Jensen (5) in 10 com Extrakt entsprechend 1 g Kartoffel nach der 
Reduktion mit Schwefelwasserstoff und dessen Austreiben durch eiften 
Kohlenséurestrom reduzierende Stoffe nachgewiesen, die 4,6 ecm 
n/200 Natriumthiosulfat entsprachen. Eine reine Zuckerlésung mit 
0,.lmg Zucker ergab nach der gleichen Behandlung mit den Metall- 
acetaten und Reduktion mit Schwefelwasserstoff nach der Methode 
Hagedorn-J ensen 0,099 mg Zucker. Der Zuckergehalt wird also durch 
die Behandlung mit den Metallacetaten nicht angegriffen. Da Indo- 
phenollésung durch Zucker nicht reduziert wird, muB es sich um Stoffe 
handeln, die in der Kartoffel an sich enthalten sind, aber erst durch den 
EinfluB des Schwefelwasserstoffs zur reduzierenden Einwirkung auf die 
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Indophenollésung gebracht werden. Hierbei kann es sich aber nicht um 
Ascorbinséure oder Zersetzungsprodukte der Kartoffelstarke handeln. 


Kroner (1) schreibt dariiber: ,.Zwar hat es sich ergeben, dal bei der 
frischen Kartoffel der im Tierversuch ermittelte Vitamin C-Gehalt in 
vroBen Ziigen mit dem titrierten Ascorbinséuregehalt iibereinstimmt, 
aber alle Anderungen im Vitamin C-Gehalt, die beschrieben werden, 
wollen doch wieder von neuem kritisch darauf gepriift werden, ob es 
sich um tatsachliche Anderungen des antiskorbutischen Stoffes oder 
um Auftreten anderer Stoffe handelt. Es muB dies beachtet werden, 
wenn man die zahlreichen, oft sehr entgegengesetzten Ansichten ver- 
stehen will, die tiber den Vitamin C-Gehalt der Kartoffel und sein 
Verhalten bei Lagerung und Zubereitung ausgesprochen werden.‘ 

Um diese Ungewibheit zu kliren, wurde Kartoffelbrei nach der 
Methode von Fujita und Ebihara (3) durch Titration mit 2, 6-Dichlor- 
phenolindophenol und nach Poligard und Ferrand (6) durch Titration 
mit Methylenblau unter Bestrahlung mit einer Lampe von 300 Watt 
untersucht. Mit der Indophenol-Titration wurden in der Kartoffel 
in 100g Frischsubstanz 16,1 mg und mit der Methylenblau-Titration 
8,3 mg Gesamtvitamin C gefunden. Es sind also in dem mit Schwefel- 
wasserstoff behandelten Extrakt von Kartoffel noch reduzierende 
Stoffe vorhanden, die 2, 6-Dichlorphenolindophenol angreifen und so 
einen héheren Gehalt an Gesamtvitamin C vortéuschen. Dieses Er- 
gebnis deckt sich mit den Untersuchungen von Poligard und Ferrand, 
die bei ihren Untersuchungen im Harn Aahnliche Verhaltnisse vor- 
fanden (7). Diese Fehlerquelle wird vermieden, wenn man die Reduktion 
nach meiner Schnellmethode durch Elektrolyse durchfiihrt, die am 
SchluB der Arbeit beschrieben wird. 

Eine weitere Fehlerquelle bei der Bestimmung von Gesamt- 
vitamin C ist der Umstand, daB in verschiedenen Friichten und Gemiise- 
sorten ein Teil der Ascorbinséure an Eiweif gebunden ist. So fanden 
E. J. Redman und KE. W. Mc Henry (8), daB in der Kartoffel bis zu 
55% der Ascorbinséure an Eiweif gebunden waren. Diese an EiweiB 
gebundene Ascorbinséiure wurde noch aufBer bei Kartoffeln auch im 
Blumenkohl, in der Runkelriibe, Mohrriibe, Pastinake und im Rotklee 
nachgewiesen (9). So fanden wir in den Kartoffelaugen, die aus den 
frischen Kartoffeln konisch mit einem Radius von lem _heraus- 
geschnitten waren, folgende Werte in mg je 100g Frischsubstanz: 
Ascorbinsaure 7 43° 43: 62° 62 
Dehydroascorbinsaure 3,7 25 2 6.2 8.7 
An Eiwei8 gebundene Ascorbinsadure.. 9,1 0? 102 78 €3 
Gesamtvitamin C 19,8 15,7 16,5 20,2 21,1 

In der Kartoffelmasse ohne Augen war keine Ascorbinséure an 
Kiwei8 gebunden. Der Gehalt an Rohprotein betrug in den Kartoffel- 
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augen im letzten Falle 2,19% und in der Kartoffelmasse ohne Augen 
1.95%. Demnach scheint es, als ob in den Kartoffelaugen ein Teil der 
Ascorbinsaure als Reserve fiir die zukiinftige Aufgabe an EiweiB festgelegt 
ist. Bei der Bestimmung von Gesamtvitamin C mu8 daher immer eine 
Hydrolyse Ascorbinséure— EiweiB vorausgehen, die man durch eine 
kurze Behandlung mit 1°(iger Salzsaure erreicht. 

Listig und zeitraubend ist bei der Bestimmung von Gesamt- 
vitamin C immer noch die Reduktion mit Schwefelwasserstoff, wie sie 
allgemein durchgefiihrt wird. Die Reduktion 
mit Zinkstaub liefert nur in reinen Lésungen 
gangbare Werte, wahrend bei Anwesenheit 
von Fermenten und anderen oxydierenden 
oder reduzierenden Stoffen zu niedrige Werte 
gefunden werden. Wahrscheinlich wirkt hier- 
bei die Reduktion so heftig, daB ein Teil 
der Ascorbinsaure zerstért wird. Nun hat 
man aber im naszierenden Wasserstoff der 
44 Elektrolyse eine reduzierende Kraft, die man 
beliebig in jeder gewiinschten Starke zur 
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Einwirkung bringen kann. Es lag also nahe, 
die reduzierende Wirkung der Elektrolyse 

zu benutzen, um die Dehydroascorbinsaure 
Yt amenae JY in Ascorbinséure tiberzufiihren und diese 
dann auf dem iiblichen Wege durch Titra- 
tion mitn 1000 2,6-Dichlorphenolindophenol- 



































Abb. 1. Schematische Darstel- 
lung des Apparates zur Reduk- 
tion von Debhydroascorbinsiure 





zu Ascorbinsiure durch Elektro- 
lyse. 1. Becherglas zur Auf- 
nahme der 2°,igen Metaphosphor- 
siurelésung. 2. Tonzelle zur 
Aufuahme der Vitaminlésung 


losung zu bestimmen. 

Durch zahlreiche Untersuchungen hat 
sich nun erwiesen, dab man vermittels eines 
einfachen, kleinen Apparates (Abb. 1) durch 








(Extrakt). 3. Platindraht als Ka- 

thode. 4. Platinblittchen als 

Anoden. 5. Quecksilber als Kon- 
taktmasse. 


Elektrolyse bei richtiger Stromstarke die 
Reduktion in kurzer Zeit ohne Verwendung 
jeglicher Chemikalien durchfiihren kann. Wie 
aus Abb. 1 hervorgeht, stellt man eine Tonzelle von Sem Hohe und 25cem 
Fassungsvermégen in ein gleich hohes Becherglas. Die Tonzelle dient 
zur Aufnahme von 10 cem Extrakt, auBen in das Becherglas fiillt man 
bis zur gleichen Héhe 2%ige Metaphosphorsiure. Als Elektroden 
kommen zur Anwendung ein Platindraht als Kathode und zwei lange 
schmale Platinblattchen als Anoden. Als Stromquelle dient ein Akku- 
mulator von 4 bis 6 Volt. Bei unseren Versuchen betrug die Spannung 
4 Volt und die Stromstarke 7 mA. Ein Hinaufgehen auf 8 Volt andert 
die Ergebnisse nicht, doch schaumt der Extrakt so, daB man sich dic 
Titration erschwert. Die Dauer der Elektrolvse betragt 10 Minuten 
Ordnet man sich wie auf Abb. 2 mehrere ElektrodengefaBe auf emem 
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Brettchen nebeneinander an, so kann man mit einem Elektrodenpaar, 
das durch einen Kork befestigt ist, durch Wechselbestimimungen in 
der Stunde sechs Reduktionen durchfiihren. Bei Vorhandensein von 
einer gréBeren Anzahl Elektroden kann man sich durch Parallel- 








Abb. 2. Einfacher Apparat zur Schnellbestimmung von Gesamtvitamin ¢ 
durch Elektrolyse. 


schaltung den Apparat beliebig vergréBern, so das man ohne Auf- 
wendung von Chemikalien in kurzer Zeit grobe Serien von Bestim- 
mungen an Gesamtvitamin C durchfiihren kann. 


Arbeitsgang. 


Zur Herstellung des Extraktes werden aus einer gréBeren Durch- 
schnittsprobe, die mit einem Messer aus Plexiglas oder Galalith gut zer- 
kleiner ist, 10 g abgewogen und mit 5g gereinigtem Glassand und 10 cem 
1%iger Salzsiure mindestens 10 Minuten gemérsert, bis sich ein gleich- 
maBiger Brei gebildet hat. Dann gibt man den Brei in ein Zentrifugenglas 
und spiilt mit 10cem 2%iger Metaphosphorsiéiure nach. Nachdem man 
3 Minuten bei 3000 Umdrehungen zentrifugiert hat, gibt man die iiber- 
stehende klare Fliissigkeit in ein 100 cem-Me8k6lbchen und zentrifugiert 
den Niederschlag noch zweimal mit je 20 cem 2% iger Metaphosphorsaure, 
die klaren Fliissigkeiten werden mit der ersten vereinigt. Dann wird mit 
2% iger Metaphosphorsdure auf 100 cem aufgefiillt und gut durchgemischt. 
Durch die Einwirkung der 1°%igen Salzsiure werden die Fermente zerstért, 
so daB ein Dampfen des Materials nicht nétig ist, und die Hydrolyse der 
Ascorbinséure vom Eiwei8 durchgefiihrt. Durch die 2% ige Metaphosphor- 
sdure findet dann die Stabilisierung der Ascorbinsaure statt. 

Von diesem Extrakt werden 10 cem entsprechend 1g Substanz zur 
Direkttitration mit der eingestellten n/1000 2, 6-Dichlorphenolindophenol- 
lésung zur Bestimmung der Ascorbinséure genommen. Zur Bestimmung 
von Gesamtvitamin C gibt man 10 cem Extrakt in die Tonzelle und schaltet 
den Strom ein. Nach 10 Minuten ist die Reduktion beendet, man spiilt 
die Lésung in ein weiteres Reagensglas (24mm Durchmesser), titriert 
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wieder mit der eingestellten Indophenollésung und erhalt so den Wert fii: 
Ascorbinséure + Dehydroascorbinsiure = Gesamtvitamin C. 

Zur Feststellung der an EiweiB gebundenen Ascorbinsaéure stellt man 
sich den Extrakt nur in 2% iger Metaphosphorséure her und titriert 10 cem 
direkt mit der Indophenollésung. Man erfaBt hierbei nur die freie Ascorbin- 
siure. Die Differenz der beiden Direkttitrationen ergibt die an Eiweif} 
gebundene Ascorbinsaure. 








Zur Reduktion mit Schwefelwasserstoff nach Fwita und Ebihara 
benutzten wir immer nur den mit 2% iger Metaphosphorsiure hergestellten 
Extrakt. , 

Mit beiden Methoden, der Schwefelwasserstoffreduktion nach Fujita 
und Hbihara und der elektrolytischen Reduktion, wurden viele Unter- 
suchungen durchgefiihrt, von denen eine kleine Zahl in Tabelle 1 aut 
gefiihrt ist. 














Tabelle I. 














mg Gesamtvitamin C in 100 g 
Substanz 





Ge miisesorte 





Schwefelwasser- Elektrolytische 
stoffreduktion Reduktion 






























22. 6.42: Spinat, Fortschritt, untere Blatter 42,9 42,5 

obere Blatter .... 91,0 92,2 

Viktoria, untere Blatter .... 40,4 41,7 

obere Blatter .... 62,1 61.6 

Juliana, untere Blatter .... 65,0 65,0 

obere Blatter .... 97,3 96,9 

Matador, untere Blatter .... 54,8 54,0 
| obere Blatter .... 71,4 72,3 
Viro flay, untere Blatter .... 59,9 60,4 
obere Blatter 90,1 89,7 

SOs i Bet, NR woes ce Co che oe cb UR teh Bb e's 63,3 64,2 

As Ri NS kx tiene pea viding Wns s Se peeksonas 44,3 44,3 
OS; G. 6s Ge TOUR ig sc once ha hoe ccecewieasee 40,1 40,5 

DA FRR e Rate ROE oo ck cb ve cssvcbeet ces 28,7 29,6 

8. 8; 42: Weiven, Peragis ©. .....5.5.. 0000.0. 13,0 13,5 

I D. BME ES OI ee ade see es 16,9 173 
| 29. 9.42: Chinesische Schlangengurken .......... ‘ast 48 
NG 2 ee INE Ss see das ea hes OX Se baw nbs 20.7 29.7 
7. 8.42: Wirsingkohl, altere Blatter ........... 66,5 67,4 

/ 27.11. 42: Wirsingkohl, altere Blatter ........... 33,9 33,9 
jiingere Blatter .......... 45,9 46,3 
Se: et CNN PAB: vag ive vette oe Sees eels wee 67,1 67,1 

ED ees AMET IOMND irs 6:5, 60 6 6 oe ie pwede sys 6 4,5 








Aus Tabelle I geht hervor, da die Gehalte an Gesamtvitamin C 
nicht nur jahreszeitlich unterschieden sind, sondern auch zur gleichen 
Zeit in den verschiedenen Pflanzenteilen erhebliche Unterschiede auf- 
weisen. So findet man in den Teilen starksten Wachstums auch immer 
die héheren Gehalte an Vitamin C. Wie man aus den Werten bei Spinat 
ersieht, sind die Unterschiede zwischen unteren und oberen Blatter 
ziemlich betrachtlich. Es geniigt also bei der Angabe von Gehalten 
an Vitamin C nicht, nur die Zeit der Ernte und der Untersuchung anzu- 
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geben, sondern auch der Wachstumszustand der Pflanzenteile ist von 
groBem EinfluB. So ist bei Obst der Reifezustand von groBer Wichtig- 
keit, da hier ja wohl nur einzelne Friichte zur Untersuchung gelangen. 
Bei Gemiise mu man von gréBeren Durchschnittsproben ausgehen, 
wobei darauf zu achten ist, daB altere und jiingere Blatter im richtigen 
Verhaltnis in der Durchschnittsprobe enthalten sind, will man richtige 
Mittelwerte an Gesamtvitamin C erhalten. 

Die Untersuchungsergebnisse nach der Schwefelwasserstoffreduk- 
tion und der elektrolytischen Reduktion stimmen bei den Gemiise- 
arten gut tiberein. Anders verhielt es sich bei unseren Untersuchungen 
an Kartoffeln. Hier erhielten wir bei der Schwefelwasserstoffreduktion 
und der Titration mit 2,6-Dichlorphenolindophenol immer viel héhere 
Werte als bei der elektrolytischen Reduktion. Wir fiihrten die Unter- 
suchungen, wie bereits erwahnt, getrennt in den Kartoffelaugen und in 
der Kartoffelmasse ohne Augen durch. Die Unterschiede zwischen den 
beiden Methoden waren in der Kartoffelmasse ohne Augen besonders 
kraB. So fanden wir in Erdgold mit der Indophenol-Titration in 100 g 
Frischsubstanz mg Gesamtvitamin C: 





Schwefelwasser- Elektrolytische 
stoffreduktion Reduktion 


Am 6. 10. 42: Kartoffelaugen ................... 20.6 20.6 
PAPCOTIOIINIMNO So Sb cs vee 16,3 11,2 
Am 5.11. 42: Kartoffelaugen ................... 15,7 14,9 
Kartoffelmasse ...............s00- 12,8 7,8 
Am 4.12.42: Kartoffelaugen .............0.000- 16,1 8,3 
er rare 16,5 6.6 


Die Werte der Schwefelwasserstoffreduktion liegen dicht beiein- 
ander und halten sich fast auf gleicher Héhe. Dagegen ersieht man 
aus den Werten der elektrolytischen Reduktion den Unterschied im 
Gehalt an Gesamtvitamin C in den Kartoffelaugen und in der tibrigen 
Kartoffelmasse. Bei diesen Werten sieht man auch den EinfluB der 
Lagerdauer: Der Gehalt an Gesamtvitamin C nimmt standig ab und 
gleicht sich in den Kartoffelaugen und in der iibrigen Kartoffelmasse 
fast aus. 

Um diese Unterschiede zwischen beiden Methoden zu_ klaren, 
fiihrten wir bei unseren Untersuchungen als dritte Methode die Titration 
mit Methylenblau nach Poligard und Ferrand (6) durch. Die gefundenen 
Werte sind in Tabelle IL zusammengestellt. 

Wie aus den Werten der Tabelle II hervorgeht, stimmen die ge- 
fundenen Gehalte an Gesamtvitamin C recht gut iiberein, nur die Er- 
gebnisse bei Kartoffel und Apfel mit der Schwefelwasserstoffreduktion 
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bei Titration mit 2,6-Dichlorphenolindophenol geben viel héhere Werte 
als die beiden anderen Methoden. Dagegen stimmen die Werte der 
elektrolytischen Reduktion bei Titration mit Indophenol und der 
Schwefelwasserstoffreduktion bei Titration mit Methylenblau auch bei 
Kartoffel und Apfel gut iiberein. 


Tabelle II. 





| Schwefelwasserstoffreduktion, 

Elektrolytische | Titration mit 
Reduktion | a 
Indophenol Methylenblau 


mg Gesamtvitamin C in 100 g Frischsubstanz 


Gemitise- oder Obstart 


2: Kartoffel, Erdgold, Augen | 
Masse 

2: Kartoffel, Erdgold 

Apfel, Cellini 
2: Kohlriibe 

Tomate 
2: WeiBkoh! 

Kohlrabi 

Zwiebel, Zittauer Gelbe.. 
42; Petersilie 
2: Braunkohl 

Wirsingkoh! 








Aus den Werten von Tabelle I und IT ersieht man, daB man mit 
der Schnellmethode durch elektrolytische Reduktion brauchbare 
Werte erhalt. Wenn man sich vor Augen halt, mit was fiir einem schwie- 
rigen und leicht veranderlichen Stoffe man es bei der Bestimmung von 
Gesamtvitamin C zu tun hat, der von einem groBen Komplex auf ihn 
einwirkender Substanzen umgeben ist, so wird wohl auch klar, dab die 
Fehlerquellen um so gréBer werden, je mehr Manipulationen man 
fiir seine Bestimmung mit ihm durchmachen mu. Alle diese Mangel 
fallen aber bei der elektrolytischen Reduktion fort, da keinerlei Chemi- 
kalien zur Einwirkung gebracht werden, auBer bei der Herstellung des 
Extraktes. So weit also 2,6-Dichlorphenolindophenol spezifisch fiir 
Ascorbinsaure ist, so weit werden bei der neuen Schnellmethode auch 
richtige Werte fiir Gesamtvitamin C gefunden werden. 


Literatur. 
1) Kréner, Zeitschr. f. Volksernéhrung 17, 253, 1942. 2) Gstirner, 


Chemisch-physikalische Vitamin-Bestimmungsmethoden, 8. 127. Stuttgart, 


Ferdinand Enke Verlag, 1940. — 3) Methodenbuch des Verbandes Landw. 
Untersuchungsanstalten, Bd. [V, 8. 44; diese Zeitschr, 290, 201, 1937. 

4) Gstirner, siehe 2), S. 153. 5) Hagedorn u. Jensen, diese Zeitschr. 135, 
46; 137, 92, 1923. 6) A. Poligard u. M. Ferrand, Klin. Wochenschr. 16, 
308, 1937. — 7) Gstirner, a.a.O. 8.174. — 8) E.J. Redman u. E. W. 
Me Henry, Biochem. J. 32, 85, 1938. — 9) Gstirner, a.a.O. 8. 129. 
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Chemischer Nachweis 

von Vitamin K-wirksamen Substanzen in Pflanzen. 
tierischen Organen und Bacterien. 
Von 
W. Bosecke und W. Laves. 
(Aus der wissenschaftlichen Abteilung des Asid-Serum-Instituts Warschau. ) 
(Eingegangen am 24, Dezember 1942.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Zur Bestimmung von Vitamin K-Mangelzustanden bedient man 
sich bisher fast ausschlieBlich biologischer Untersuchungsverfahren 
(Dam, Almquist u.a.m.). Klinisch hat sich der zuerst von Quick an- 
gegebene Weg der Prothrombinzeitbestimmung im Blute weitgehend 
eingebiirgert. Mit Hilfe dieses Verfahrens erfaBt man nicht den Vitamin- 
gehalt als solechen, sondern die Prothrombinzeit als Symptom eines 
normalen oder gestérten Vitamin K-Haushaltes des Organismus. Auch 
der Vitamin K-Gehalt von Pflanzen, Organen und Bacterien wurde 
bisher mit Hilfe des Tierversuchs bestimmt und in Dam-Kinheiten 
angegeben. 

Eine Dam-Einheit entspricht derjenigen Menge von Vitamin K, 
die einem K-avitaminotischen Hiithnchen an drei aufeinanderfolgenden 
Tagen verabreicht werden mu, um eine Normalisierung der Gerinnungs- 
verhaltnisse (R = 1) zu erreichen. Als Standardsubstanz hatte Dam 
anfanglich getrockneten Spinat in Tablettenform gewahlt, der im Eis- 
schrank aufbewahrt seine Aktivitét langere Zeit beibehalt. Da nicht 
nur Vitamin K selbst, sondern auch einfacher darzustellende Naphtho- 
chinonderivate antihamorrhagische Wirkung besitzen, haben Doisy und 
Mitarbeiter vorgeschlagen, das leicht zugangliche Ausgangspraparat 
aller Vitamin K-Synthesen, das 2-Methyl-1,4-Naphthochinon, als 
Standard anzuwenden. Da die biologische Auswertung schwierig und 
nicht leicht durchfiihrbar ist, war es erforderlich, auch den chemischen 
Methoden zum direkten Nachweis des Vitamins K nachzugehen. 

Chemisch wurde das Vitamin K, als 2-Methyl-3-Phytyl-1, 4- 
Naphthochinon 


-CH=C- CH,—CH,—CH, 

| 

CH; CH, 
—~CH—CH,—CH,—CH,- CH CH, CH,—CH,—CH 


| | 
CH; CH, CH; 
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und das Vitamin Ky als 2, 3-Difarnesyl-1,4-Naphthochinon (JL. F. 


Fieser) 


oO 


—CH, 


—CH, CH=C—CH,—CH,-CH=C—CH,—CH,—CH- 
| | 
CH, CH 


O 


—C—CH, -CH,-CH=C—CH,—CH,—CH=C—CH,—CH,—CH=C 
| | 


CH, CH, CH; CH, 


identifiziert. 
Die in diesen Verbindungen wirkungstragende Gruppe, das Naphtho- 
chinon, ist, wie die Chinone iiberhaupt, ein Redoxsystem. 


O OH 


O OH 
Chinon Hydrochinon 


Redoxpotentiale: Naphthochinon + 0,493 Volt 
Lactoflavin — 0,210 
Vitamin C 0,400 
Gelbes Atmungsferment + 0,060 


Naphthochinone sind schwachere Reduktionsmittel als Vitamin b, 
oder Vitamin C. 

Sie sind sehr lichtempfindlich. 

Das 2-Methylnaphthochinon iibertrifft das natiirliche Vitamin K 
an Aktivitaét. Da nach chemisch-biologischen Untersuchungen héchst- 
wahrscheinlich nur das Methylnaphthochinon in vivo Vitamin K- 
Wirkung entfaltet und die Aktivitat der tibrigen Naphthochinonderivate 
um so gréBer ist, je leichter sie im Organismus in das Methylnaphtho- 
chinon itibergefiihrt werden k6énnen, benutzten wir als Ausgangs- 


material das " : 
2-Methyl-1, 4-Naphthochinon. 


Bestimmungsmethode A (nach A. Novelli). 


100 mg 2-Methyl-1,4-Naphthochinon (1 mg = 25000 Dam-Ein- 
heiten) werden in 100ccm Methylalkohol gelést (1 eem = 25000 Dam- 
Einheiten). 
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Von dieser Lésung nimmt man steigende Mengen. 

2cem = 2,0mg 1,8cem = 1,8 mg usw, 
ee fae 00 , = 00 , 

Man erginzt auf 2cem mit Methylalkohol. Zu je 2 cem der 
methylalkoholischen 2-Methyl-1, 4-Naphthochinonlésung  fiigt man 
3 Tropfen einer 1%igen Dinitrophenylhydrazinlésung in 2n HCl 
[(OgNy)CgH,NHNH,]. Man erwarmt fiir 10 Sekunden auf etwa 60° 
(Wasserbad) und kiihlt hierauf rasch ab. Dann versetzt man die Lésung 
mit soviel einer 5% igen Natriummethylatlésung, bis ein deutlicher 
Farbumschlag zu sehen ist. 

Hierauf fiigt man 44 
2cem Amylalkohol und 
2cem Wasser hinzu. 

Die charakteristische 
Griinfarbung geht in den 
Amylalkohol iber. 

Die Farbung ist der 
Chinonkonzentration pro- 


42 


Extinktion 
S Ss > ad 
cs a Se 


portional, 4 Zh" 


Messung im ‘s 70 45 40 45 30 35 G0 45 50mg 











2-Methy/-44- Naphthochinon 
Abb. 1. 


Stufenphotometer. 
Kiivette: 4,99 mm; 
Filter: S = 66 — Abb. 1. 
Kurvea;S = 61= Abb. 1, 
Kurve b. 





Bestimmungsmethode B 
(nach A. Novelli). 


Ausfiihrung wie unter 


Ss 


Extinktion 


Bestimmungsmethode A. 
An Stelle von Na- 

triummethylat | werden 

3 Tropfen einer konzen- _ ae ee 

trierten Ammoniaklésung 2-Methy!-44-Maphthochinon 

(D = 0,91) verwendet. Abb. 2. 


. % 











Bestimmungsmethode C. 
100 mg 2-Methyl-1,4-Naphthochinon (1 mg — 25 000 Dam-Ein- 
heiten) werden in 100 ccm Methylalkohol gelést (leem —. 25000 Dam- 
Einheiten). Von dieser Lésung nimmt man steigende Mengen. 


2,0 cem 2,0 mg 18cem = 1,8 mg usw. 
Le Ss if OO -,; 0,0 ,, 
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Man ergénzt auf 2,0cem mit Methylalkohol. Zu je 2,0cem der 
methylalkoholischen 2-Methyl-1,4-Naphthochinonlésung  fiigt man 
2,0 cem einer 5 %igen Natriummethylatlosung 
hinzu. 

Anfangs entsteht eine griine und spiter 
rot werdende Farbe. 


40 





S 
Se 


Extinktion 


& 2 8 


Messung im Stufenphotometer 
nach etwa 2 Stunden (Abb. 3). 


Kiivette: 4,99 mm. 
bi Fi > BB oe, Filter: S = 53 = Abb. 3, Kurve b: 
. ye x copia S = 50 = Abb. 3, Kurvea. 











Bestimmungsmethode D. 
100 mg 2-Methyl-1,4-Naphthochinen werden in 100 ccm Methyl- 
alkohol gelést. Von dieser Lésung nimmt man steigende Mengen: 
5,0 cem = 5,0 mg 15cem = 1,5mg 
LD ,; = 42 -,, lO , = 1,0 
3,0 eS 3,0 ,, 0,5 , = 0,5 
20. 4 = 20, 60 ,, = 90 


Man erginzt mit Methylalkohol auf 5,0ccm. Hierauf fiigt man 
1,0 cem einer n/2 NaOH und nach gutem Durchschiitteln 2,0 ccm einer 
Dichlorphenolindophenollésung hinzu. 


ane 
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ve C2ecece 
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Abb. 4. 


= schmutzig-dunkel-griin 

= dunkel-griin 

= oliv-griin 
griin 

= blau-griin 

= hellblau-griin 

= hellblau-griinlich 
hellblau 


= Amylalkoholschicht. 


our Oh 


on 


Die sich braun farbende Lésung nimmt nach mehrmaligem Schiitteln 
eine griine bis blaugriine Farbung an, die in eine Amylalkoholschicht 
nach Zusatz von 5,0 cem Amylalkohol und 2,0 ccm Wasser iibergeht. 

Die Griinfarbung ist der Chinonkonzentration proportional. 
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Dichlorphenolindophenollésung: 0,268 g Dichlo1phenolindophenol wer- 
den in 1000 cem Wasser, enthaltend 4,539 g KH, PO, und 5,938 g Na,H PO,, 


geldst. 
Bestimmung des Vitamin K-Gehalts in: 
. Blumenkohl-Blattern, 
. Blumenkohl-Kopf, 
. Wei8kohl, 
Fétenleber, 
. Coli-Bacterien, 
i, Extractum Hydropiperis. 


Behandlung des Untersuchungsgutes. 
Bestimmungsform = 2-Methyl-1, 4-Naphthochinon. 


Trocknung im Vakuum bei héchstens 66°C. Petrolitherextraktion 
des getrockneten Untersuchungsmaterials im Soxhlet-Apparat. Nach 
Beendigung der vdllig erschépfenden Extraktion erfolgt Abdampfen 
des Extraktionsmittels bis zur Trockne. Aufnahme des Riickstandes 
in wasserfreiem Methylalkohol und bei Entstehung eines Niederschlages 
Abfiltrieren desselben. Einengung des Vitamin K-haltigen methyl- 
alkoholischen Filtrats bis zur gewiinschten Konzentration. 


Behandlung des Untersuchungsgutes nach den jeweils angegebenen 
Methoden. 

Dabei ergab sich, daB ein einheitliches Vorgehen noch nicht méglich 
ist, da die Eigenfarben des biologischen Materials vielfach st6rend wirken. 
Es empfiehlt sich also, jene Reaktion zu wahlen, bei welcher die Eigen- 
farbe am geringsten stért. Nach unserer Erfahrung sei die Methode 
mit Hilfe von 2,6-Dichlorphenolindophenol in alkalischer Lésung als 
am vielseitigsten verwendbar empfohlen. 


SchluBfolgerung. 


1. Es wird eine neue Bestimmungsmethode zum Nachweis des 
Vitamins K mit Hilfe von 2, 6-Dichlorphenolindophenol in alkalischer 
Lésung beschrieben. 

2. Auf Grund unserer langdauernden Versuche lassen sich die im 
Schrifttum zum Nachweis des Vitamins K angegebenen Reaktionen 
und unser neues Verfahren innerhalb bestimmter Konzentrationen zur 
quantitativen Auswertung heranziehen. 


Der Bestimmungsbereich des Vitamins K (bezogen auf 2-Methyl- 
1, 4-Naphthochinon) betragt fiir diese 0.5 bis 2 mg, jedoch mit der von 
uns angegebenen Methode bis zu 5 mg. 
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Die von uns gefundenen Werte* wurden auf die im Schrifttum an- 
gegebenen Einheiten bezogen (Tabelle). 


Das Vorkommen des Vitamins K. 


2-Methyl-1, 4-Naphthochinon. 





Je Gramm Trocken- Dam- | Ansbacher Thayer- Dam-Einheiten, 
substanz Einheiten | Einheiten  Einheiten chemischer Nachweis * 


Blumenkohlblatter . . . 400 20 13,3 1 950 
Blumenkohlkopf..... 70 3,5 2,3 Spuren Vitamin K 
(kleine Ausgangsmenge) 

WeiBkohl 400 20 13,3 2117 
Fétenleber (Rind) ... —_ 233 
Colibacterien (Ather- 

extrakt) 200000 10000 6660 173 943 
Extractum Hydro- 

piperis - _ se leem = 1000 


1 Dam-Einheit = 0,04 2-Methyl-1, 4-Naphthochinon ; 25000 Dam-Ein.- 
heiten = 1,0mg_ 2-Methyl-1,4-Naphthochinon; 1 Ansbacher-Einheit 
=: 20 Dam-Einheiten; 1 Thayer-Einheit = 30 Dam-Einheiten. 


Die angegebenen chemischen Methoden haben den Nachteil, dal 
sie verhaltnismaBig groBe Mengen von Ausgangsmaterial voraussetzen. 

Die Bestimmung des Vitamins K als Mikromethode, wie sie vor 
allem fiir klinische Untersuchungen erwiinscht ware *, bleibt weiteren 
Arbeiten vorbehalten. 

Literatur, 

F, Koller, Das Vitamin K und seine klinische Bedeutung, 1941, Thieme. 
A. Novelli, Science, New York 93, 358, 1941; Ref. Chem. Centralbl. 1942, 
1, 1770. — W. Stepp, J. Kiihnau u. H. Schréder, Die Vitamine und ihre 
klinisehe Anwendung. Verlag Enke, 1939. 


* Wesentliche Anregungen verdanken wir im Hinblick auf die Bedeutung 
der Colibacterien Herrn Prof. Dr. Theo Morell. 
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Sulfanilamid und Zellatmung. 
Von 
J. Rerabek. 
(Aus dem biologischen Forschungslaboratorium der A.-G. Interpharma, 
Prag.) 


(Eingegangen am 25, Dezember 1942.) 


Die Erklarung der Wirkungsweise des Chemotherapeuticums 
Sulfanilamid (SA.) und seiner Derivate, die von dem direkten Einflu8 
desselben auf die Mikroben und von seiner Organotropie ausging, welche 
beide von Heubner (16) mit Recht als ,,komplex‘: bezeichnet wurden, 
miindete schlieBlich in der Erforschung seines Angriffspunktes auf die 
biochemischen Reaktionen des Zellmetabolismus. 

Den Grund dazu gab in erster Linie die Entdeckung der direkten 
bacteriostatischen Wirkung des SA. [Collebrook (5), Nitti und Bovet (23, 24), 
Neter (22), King, Henschel und Green (17) u. a.], woraus dann spiiter die 
bekannte Hypothese von der Existenz eines von den Bacterien gebildeten 
und dem SA. antagonistisch wirkenden Stoffes [Stamp (26), Green (12)] 
entstand, der als p-Aminobenzoesadure erkannt wurde [ Woods (30)], deren 
Bildung durch Bacterien vom SA. gehemmt, so daB deren Lebensfahigkeit 
herabgedriickt wird. 

Einen anderen Beitrag bildete die Erkenntnis, da®B das SA. die Tatigkeit 
der Katalase hemmt [Locke, Main und Mellon (20, 21)], wodureh es zu 
einer Autointoxikation der Mikroben durch das von ihnen als Hamolyticam 
gebildete Wasserstoffsuperoxyd kommt [Hart und Anderson (14, 15)], und 
schlieBlich die Untersuchung der sogenannten Interferenzerscheinungen 
zwischen der Funktion des SA. und dem Pepton [Weld und Mitchell (29), 
Gay, Clark, Street und Miles (10) und Fleming (8)], die anschefhend fiir einen 
Kingriff des SA. auch in den Protidenmetabolismus der Mikroben sprechen 
wurden, 

Bei der Durchforschung der Rolle des SA. beim Metabolismus der 
Mikroben wurde auch seiner Wirkung auf die Zellatmung Aufmerksam- 
keit gewidmet und sein EinfluB8 auf die Atmung sowohl der Mikroben- 
zelle, als auch der Gewebszelle des Makroorganismus gepriift, wodurch 
die ganze Frage auf ein allgemeineres biochemisches Gebiet iiber- 
tragen wurde. 

Was die Oxydationsvorginge der Mikroorganismen betrifft, so 
verfolgten Barron und Jacobs (2) die Atmungsintensitat der hamo- 
lytischen Streptokokken, B. coli, Gonokokken und der Friedldnder- 
Bazillen unter Anwesenheit von SA. und fanden, daB sich die Atmung 


bei der angewandten Konzentration von 200 mg % in normalen Grenzén 
bewegte und da keine besonders deutliche Hemmung eintrat. Chu 


und Hastings (4) maBen den Sauerstoffverbrauch der Gonokokken, 
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Meningokokken und der Pneumokokkenstiémme I und III bei ver- 
schieden starker SA.-Konzentration. Sie fanden, daB es zu einer fest- 
stellbaren Atmungshemmung zwar kommen kann, aber dies erst bei 
Konzentrationen von ungefahr 600 mg %. 


Da aber eine solche Konzentration des SA. bei den tatsachlichen 
Verhaltnissen der Chemotherapie in vivo nicht in Frage kommt, so 
scheint es, dai die Hemmung der Zelloxydationen nicht als das eigent- 
liche Mittel der chemotherapeutischen Aktivitaét des SA. anzusehen 
ist. In der jiingsten Zeit aber konnte wiederum Frei (9) beobachten. 
daB unter dem Einflu8 von Sulfathiazol bei Pasteurella avicida eine 
deutliche Hemmung der Atmung eintritt, und dies bei schon ver- 
haltnismaBig niedrigen Konzentrationen von 75 und 80mg%. Die 
Hemmung war um so deutlicher, je alkalischer die Wasserstoffionen- 
konzentration der Umgebung war, und blieb auch nach Zugabe von 
Blut oder Serum erhalten, stand aber nicht in geradem Verhaltnis 
zur Konzentration des Chemotherapeuticums. Die einzelnen Beob- 
achtungen unterscheiden sich also bedeutend voneinander, so datii 
vorlaufig ein eindeutiger Schlu8 unméglich ist. 

Wie sieht es nun bei den Gewebszellen des Makroorganismus aus 
Chu und Hastings (l.c.) stellten parallel mit den oben erwahnten av 
Mikroben durchgeftihrten Versuchen fest, daB die Atmung der Leber- 
und Zwerchfellzellen bei Anwesenheit von SA. normal verlauft und 
daB erst bei einer Konzentration von ungefahr 600 mg % eine Abnahme 
der Atmungsintensitat feststellbar ist, die beim Zwerchfell 20% und 
bei der Leber ungefahr 30% betrug. DaB die Atmung bei niedrigeren 
Konzentrationen von SA. ungestért bleibt, beobachteten auch Harris 
und Klein (13). Die Oxydationsvorginge verliefen bis zu einer Kon- 
zentration von 200 mg®, normal und auch die Intensitat der anaeroben 
Atmung anderte sich nicht. 

Wider diese Ergebnisse scheinen einige andere Tatsachen zu 
sprechen. So wurden klinisch bei einigen wenigen Fallen mit SA. 
und bei einer Reihe von Fallen mit einigen seiner Derivate Nerven- 
stérungen beobachtet, welche auf Verabreichung von Vitamin B, gut 
reagierten. In Zusammenhang damit gelang es Engelhardt und Hiill- 
strung (6), mit SA.-Derivaten bei Tauben den humanen analoge Neuri- 
tiden. hervorzurufen und nachzuweisen, daB diese tatsachlich nach 
Aneurinverabreichung schwinden. Sie folgerten daraus, daB bei eine: 
SA.-Intoxikation die Funktion des Aneurins in der Zelle héchstwahr- 
scheinlich behindert ist. 

Andere klinische Beobachtungen ergaben, dab diese Neuritiden 
auch nach Verabreichung von Leberpraparaten wieder verschwinden. 
wobei man die giinstige Wirkung dem anwesenden Vitamin P-P zu- 
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schreiben muB. Daraus ware anzunehmen, da das SA. in die Funktion 
des ganzen B-Komplexes stérend eingreift. 

Bei der bekannten Funktion einiger Vitamine dieser Gruppe 
(B, und P-P), die als Co-Enzyme der Redoxasen hauptsichlich bei der 
anaeroben intercellularen Atmung fiir den Transport des Wasserstoffs 
maBgebend sind, kénnte man also auf einen méglichen Zusammenhang 
zwischen der Funktionshemmung und der Zellatmungsbehinderung 
schlieBen. Das gegenseitige Gleichgewicht von Vitamin B, und B, 
wiirde dann die sekundare Aneurinst6rung als Folge einer primaren 
Hemmung der Lactoflavinfunktion hinstellen. 

Noch ein anderer Umstand kénnte indirekt fiir die Annahme eines 
Kingriffs des SA. in die Lactoflavinfunktion bei der Atmung zeugen. 
Rimington (25) stellte bei Menschen und Versuchstieren nach SA.-Ver- 
abreichung eine Vermehrung des Porphyrins fest und diese seine Beob- 
achtungen wurden spaéter von mehreren Autoren bestatigt. Die Sté- 
rungen im Porphyringleichgewicht sind aber bekannte Erscheinungen 
bei By-Avitaminose [ Vannotti (28)], bei der es zu einer Zunahme kommt, 
wihrend eine Verabreichung von Lactoflavin wieder zur Norm fiihrt. 
Diese Erscheinung laBt sich dadurch erkliren, das ein Mangel an 
Lactoflavin, der in erster Linie die Tatigkeit des Flavinenzyms stort, 
eine Schadigung der Eisen-Porphyrinkomplexe der Zellatmung ver- 
ursacht, so daB eine Mobilisierung des Porphyrins aus dem Atmungs- 
system eintritt. Da aber die Eisen-Porphyrinkomplexe mit der Zell- 
atmung auf das engste verbunden sind, so kann daraus im weiteren 
ein abnormaler Verlauf der Zellatmung resultieren. Die Schwankungen 
des Porphyrinspiegels kénnten also als eine weitere Stiitze der an- 
genommenen Behinderung der Zellatmung durch SA. angesehen werden, 
die dann demnach hauptsachlich in der Funktion des Flavinenzyms 
und endlich im anaeroben Abschnitt bei den Co-Dehydrasen deutlich 
zum Ausdruck kommen miiBte. 

Unter Beriticksichtigung dieser Umstande studierte Laves (18) die 
Rolle des SA. bei der Zellatmung am Zwerchfell, das er sich wegen 
seiner erhéhten Fahigkeit, Oxydationsvorginge mit Hilfe von Flavin- 
enzym durehzufiithren, als Versuchsobjekt erwahlte. Seine Ergebnisse 
lauteten in dem Sinne, daB eine Zugabe von SA. oder eines SA.-Derivates 
zu den Zwerchfellzellen zuerst voriibergehend die Intensitat der Oxy- 
dationsvorgange steigert, was er der Bildung des Methaimoglobins 
mschreibt, dann aber spater die Atmung behindert, was er bei lang- 
dauernden mehrstiindigen Messungen besonders deutlich beobachten 
konnte. In Zusammenhang damit stellte er auch in nach Thunbergs 
Technik durchgefithrten Versuchen eine Behinderung der anaeroben 
Oxydationsvorginge fest. Zugabe von Vitaminen des B-Komplexes 
brachten diese Stérungen des Atmungsmechanismus wieder zur Noim 
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Diese Versuche scheinen von neuem fiir die Existenz eines Kin. 
yriffes des SA. in die Zellatmung zu sprechen, trotzdem darf man aber 
einige Umstande nicht auBer acht lassen. In erster Linie ist es die spit 
auftretende Atmungsbehinderung, die sich erst nach langdauernder 
SA.-Wirkung einstellt. Eine solehe Atmungsbehinderung scheint eher 
auf eine sekundare Stérung der Oxydationsvorginge als Folge einer 
primaren Blockierung anderer Lebensfunktionen hinzudeuten, also auf 
eine Verkiirzung der Uberlebensdauer der Zellen, als fiir eine primire 
Schadigung der Oxydationsvorginge auf Grund eines spezifischen 
Kinflusses von SA. zu sprechen, der sich notwendig pl6tzlich offenbaren 
miiBte. Weiter ist beziiglich der Beschaffenheit der Oxydations. 
vorgange die Stellung des Zwerchfells im Vergleich mit den Zellen 
anderer Organe in Betracht zu ziehen. Neben Angaben, die seine 
Atmung mit Hilfe von Flavinenzym statt der Oxydationsvorginge 
iiber das Warburg-Keilin-System mit einem Anteil von mehr als 6t) % 
bewerten, fehlt es nicht an Beobachtungen, welche fanden, da® nur 
26% der Oxydationsvorginge tiber Flavinenzym verlaufen, was, wie 
Alt (1) anfiihrt, sogar weniger ist als bei den Herzmuskelzellen. Was 
die Erklarung der betrachtlich hohen Restatmung des Zwerchfells 
anbetrifft, so sehen Fenn und Cobb (7) den Grund dafiir einerseits in 
der direkten Diffusion durch die Muskelfasern, die durch das Abtrennen 
derselben beim Abschneiden des Zwerchfells erméglicht wird, anderer-. 
seits in einem Uberschu8 an Haminverbindungen, die imstande sind. 
CO, zu oxydieren. Es scheint also demnach, daB zwischen der Rest- 
atmung des Zwerchfells, das unter den tibrigen Organen eine wirkliche 
Sonderstellung einnimmt, und der Funktion des Flavinenzyms kein 
direktes Verhaltnis besteht, was auch von Torres (27) bestatigt wird. 
Wenn man also die zuletzt erwihnten Beobachtungen tiber den hemmen- 
den EinfluB des SA. von diesem Standpunkt aus beurteilt, so kann man 


‘ sie nicht als eindeutige Beweise fiir den Eingriff des SA. in die Lacto- 


flavinfunktion ansehen. 

Dem Mechanismus der Zwerchfellatmung gegeniiber scheint bei 
den iibrigen Organzellen ein Zusammenhang zwischen dem _ Lacto- 
flavingehalt und der CN-resistenten Restatmung zu bestehen. Dafiir 
sprechen die Beobachtungen von Gourévitch (11) u. a., und die in neuester 
Zeit von Leemann und Pichler (19) durchgefiihrten interessanten ver- 
gleichenden Messungen an den Gehirnzellen, welche das Bestehen 
eines direkten Verhaltnisses zwischen dem Gehalt an Lactoflavin und 
der Intensitat der Restatmung zeigten. Diese Tatsache weist auf einen 
anderen. von der Methode Laves sich unterscheidenden Weg zum 
Studium des SA.-Einflusses auf die Funktion des Lactoflavins. 

In unseren Experimenten, die zu der Erkenntnis der Rolle des SA 
in dieser Hinsicht beitragen wollen, versuchten wir es, neben eine! 
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vrindlichen Untersuchung seines Einflusses auf die Atmung ver- 
schiedener Organzellen den Verlauf der Restatmung und der Flavin- 
enzymoxydationen bei Anwesenheit von SA., weiter die Funktion 
der Vitamine der B-Gruppe und endlich die Funktion der Redoxasen 
bei anaerober Atmung festzustellen. 


Als Versuchsobjekte dienten in unserem Falle Organe von Mausen, 
denen vorher 100 mg SA. per os verabreicht worden war, dann in einigen 
Fallen zum Vergleich Organe von Ratten mit 150mg SA./20 ¢ Lebend- 
gewicht und endlich bei den Versuchen am Knochenmark Kaninchen. 
Durchschnittlich 90 Minuten nach Verabreichung von SA. hatten die Mause 
den H6hepunkt der SA.-Vergiftung erreicht (Bewegungsst6rungen, Krampfe, 
Cyanosen). Zu diesem Zeitpunkt wurden sie getétet, die betreffenden 
Organe herausgenommen und zu den Versuchen verwendet. Die Messung 
der Zellatmung wurde nach der manometrischen Methode Warburgs (CO, - 
in Kalilauge aufgefangen) in staéndigem Vergleich mit normalen Organen 
vorgenommen. Die Teile der herausgenommenen Organe wurden nach 
einer genauen Wagung auf der analytischen Mikrowaage bei 37°C fein 
zerschnitten, in Gefafe mit Ringerlésung von py 7.5 diese euthielt bei 
den Geweben der SA.-Mause 12mg% SA. libertragen und spatestens 
10 Minuten nach der Entnahme aus dem Kérper mit den Manometern 
verbunden. Die Temperaturschwankungen des konstanten Wasserbades 
wurden auf + 0,025°C reguliert, die Manometer mit den GefaBen mit 
147 bis 149 Schwingungen pro Minute geschiittelt. Die Restatmung wurde 
nach der Zellvergiftung mittels einer Zugabe von 0,2cem n/10 KCN fest- 
gestellt. Die vorangegangene Wagung der zur Messung benutzten Organ- 
teile erméglichte eine genaue Feststellung des O,-Verbrauchs in emm pro 
100 mg. 


Die Ergebnisse der Untersuchungen des Sauerstoffverbrauchs in 
der Tabelle I, deren Werte immer den Durchschnitt aus einer Reihe 
von eindeutigen Teilversuchen darstellen, sprechen fiir keine bedeuten- 
dere Stérung der Zellatmung unter dem EinfluB von SA. Wenn man 


Tabelle I. Sauerstoffverbrauch und Restatmung der Gewebs- 
zellen bei Anwesenheit von Sulfanilamid. 
emm QO, 


bedeutet den Quotienten - : ; 
0 Q 100 mg Feuchtgewicht des Gewebes - 60 Minuten 


Q, = derselbe Quotient bei SA.; Q’ = Quotient nach KCN-Vergiftung: 
Q, = derselbe bei SA. 





Q—, % ° 4 


Gewebszellen von Q Q, in % Q' ane Q, ons 6 
| 

Meee PSs PSS KS 141,4 | 131,3 7,15 | 28,9 20,4 31,0 23.6 
oe phe. wie 287.8 | 283.3 1,57 | 12,06 4,2 13.9 4.9 
RR eee ee 150,7 | 153,4 |+ 1,79 | 11,02 7.3 10,8 7,0 
MO NS ti Se ok 74.6 67,9 9.0 21,16 | 26,3 | 18,3 27,0 
Skelettmuskel .......... 62,8 | 59,5 5,25) 10,0 16.0 | 9,8 1€,5 
Zwerchfell ............. 86,2 | 85,0 1,39 | 11,7 13,6 | 13,3 15,7 
Diinndarmepithel ....... 208,8 | 185,2 11,3 | 25,0 | 12,0 | 18,9 10,2 


Knochenmark .......... 128,5 | 120,1 6.5 
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diese Ergebnisse zusammenfaBt, so trat wohl in allen Fallen, mit Aus. 
nahme eines (Gehirn) eine schwache Hemmung auf, doch war diese 
so gering, daB sie keinen Beleg fiir eine spezifische Wirkung des SA. 
darstellen kann. Die Zellen der einzelnen Gewebe kann man grob in 
zwei Gruppen einteilen: in der ersten war die Intensitaét der Atmung 
fast ganz normal (Nieren, Gehirn, Zwerchfell!), in der zweiten trat 
eine schwache Inhibition auf, die aber im stiindlichen Quotienten 
nur 5 bis 9% ausmacht und bei den Darmepithelien Héchstwerte von 
11% erreichte. Das Gehirn, das einzig und allein einen schwach er- 
héhten Sauerstoffverbrauch aufwies, nahm unter allen iibrigen Geweben 
eine Sonderstellung ein. Die Versuche wurden, wie aus dem zeitlichen 
Verlauf der Atmung, die in der graphischen Darstellung bei allen Ge. 
weben eine nur sanft gebogene Kurve ergibt, ersichtlich ist, unter den 
bestméglichen- physiologischen Bedingungen durchgefiithrt. Aus den 
Messungen kann man darauf schlieBen, daB die mit Hilfe des eigent- 
lichen Atmungsenzyms verwirklichten Oxydationsvorginge der Zelle 
bei Anwesenheit von SA. im groben Umri8 unberiihrt bleiben. 

Die normale Restatmung nach der KCN-Vergiftung zeigte in 
unseren Versuchen (2. Teil der Tabelle I) den héchsten Wert bei den 
Zellen des Herzmuskels, dann folgten die Leberzellen, in der Mitte 
liegen der quergestreifte Muskel, das Zwerchfell und der Darm, die 
niedrigsten Werte der Restatmung ergaben die Nieren und das Gehirn. 
Die Anwesenheit von SA. anderte weder etwas an dieser Reihenfolge. 
noch etwas irgendwie Bedeutendes an den absoluten einzelnen Werten. 
Bei allen Geweben konnte, mit Ausnahme von Gehirn und Darm, ein 
geringfiigiger Anstieg verzeichnet werden, der aber nur héchstens 3% 
betrug (Unterschied zwischen dem Respirationsquotienten des normalen 


und des SA.-Gewebes in %). Nur bei den Gehirn- und Darmzellen gab 


_es eine schwache, kaum merkliche Abnahme. Die absoluten Unter- 


schiede aber sind bei allen Geweben so klein, daB man — weniger noch 
als bei der Hauptatmung — auf irgendeine Beeinflussung der CN- 
resistenten Restatmung durch SA. schlieBen kann. Da fiir den Verlauf 
der Restatmung gréBtenteils das Flavinenzym verantwortlich ist, so 
fiihren unsere Versuchsergebnisse zu dem Schlu8, daB das SA. héchst- 
wahrscheinlich seine Tatigkeit in keiner Weise hemmt und auch die 
Funktion des Lactoflavins unberiihrt bleibt. 

Das Flavinenzym hat, wie bekannt, neben seiner Hauptaufgabe 
als Oxydationsenzym bei der CN-Vergiftung die Funktion eines Kata- 
lvsators bei den Teilabschnitten der Hauptatmung, der den Transport 
des Wasserstoffs zwischen den einzelnen Dehydrasen vermittelt. Da 
in unseren Versuchen eher eine Hemmung der Hauptatmung als det 
Restatmung eingetreten war, so wurden weitere Versuche in der Richtung 
hin unternommen, ob Zugabe eines der Co-Enzymstoffe aus det 
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Vitamin B-Gruppe imstande ware, diese Hemmung wieder auts normale 
zurtickzu bringen. 


Die Versuche wurden in der Art durchgefiihrt, dali man die Atmung 
bei zwe1 Manometern mit normalem Gewebe und bet zwei mit SA.-Gewebe 
60 Minuten lang verfolgte, hierauf wurde zu einem Normalgewebe und einem 
SA.-Gewebe eines der Vitamine B hinzugefiigt und die Intensitat des 
O.-Verbrauchs weitere 60 Minuten gemessen. Benutzt ‘wurde zu diesem 
Zwecke die Leber und das Darmepithel, bei denen sich in den voran- 
gegangenen Versuchen eine Atmungsdampfung von 7 bis 119, bemerkbar 
gemacht hatte. Von den Vitaminen der B-Gruppe wurden B, (25 7/100 mg 
Gewebe), P-P (2,5mg) und Aneurin (257) verabreicht. 


Die normale Zellatmung (Tabelle 11) zeigte nach Vitaminzugabe 
keine wesentlichen Anderungen; Lactoflavin und Aneurin bewirkten in 
der zweiten Stunde der Messung einen verschwindend geringen Anstieg 
des Sauerstoffverbrauchs, beim P-Faktor war dieser Mehrverbrauch 


etwas deutlicher. Bei Anwesenheit von SA. nahm die Atmung in 
Zahlenwerten ausgedriickt in gleich geringem Mae ab, wie in den 


vorangegangenen Versuchen, die zugegebenen Vitamine anderten aber 
an dem Verlauf der Oxydationsvorginge wahrend der zweiten Stunde 
nichts. Die Intensitaét war hier wieder geringer als bei den Normalzellen 
mit Vitaminzugabe und war zu der schwachen Atmungsbehinderung in 
der ersten Stunde ohne Vitaminzugabe proportional. Obzwar es sich 
hier um unscheinbare, die normale Atmungsintensitaét um nicht mehr 
als héchstens 10°, iiberragende Unterschiede handelte, so hatte die 
Zugabe von Vitaminen dieses Absinken doch nicht auf den Normalwert 
zuriickgebracht. Die Versuche dieser Reike scheinen also dafiir zu 
sprechen, daB das SA. die Co-Enzyme der Redoxasen in ihrer Funktion 
als Katalysatoren der Teilreaktionen der Hauptatmung nicht stort. 
Nur bei der Komponente der Co-Dehydrase (Vitamin P-P) konnte unter 
dem EinfluB des SA. eine geringe Herabsetzung der Stimulations- 
wirkung — wie sie bei den Normalzellen aufgetreten war — beobachtet 


Tabelle I]. Zellatmung nach Zugabe von B-Vitaminen. 
f * 








1. Versuchs- Oia . 
atnnde 2. Versuchsst unde 
Ge- normal Sulfanilamid 
Versuch — webs- ‘ mit mit 
zelien normal /mitSA. ohne B Vit , — Vita- 
¢ ¢ y 7 o ae o Lusatz ° - 0 
° ds ZusatZ ays Q min aus a’ ausQ "UN aus Q 
Q Q' es Qs 
Lacto- | Leber | 145.7! 130.1! 72.8) 50.0) 74.0) 51.8' 66.6 51.2) 71.9) 55.2 


flavin Darm  200,5 | 180,2) 144.2) 72,0 | 138.9 69.2) 124.3 69,0) 124.6 69,2 
Vitamin’ Leber 143.4 135.6) 79.9! 55.6 90.9 63.4. 75.5 53.6 77.8) 574 
P-P Darm | 210,7 | 187.0) 114.6 53,4. 117.2 56.6. 92.8) 49,6 92,0) 49.3 
Aneurin | Leber | 142,3/131,5, 73,8 51,8) 74.1 42,7. TOL 538.4 TWA 53,5 
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werden, aber es handelt sich dabei um Werte, die 5°, nicht iiber. 
schreiten. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die anaeroben Oxydations. 
vorginge bei Anwesenheit von SA. verfolgt. Die Experimente mit 
Methylenblau und Leberzellensuspensionen nach der Methode Thunbergs 
zeigten, dab sich die Entfarbungsdauer bei Anwesenheit von SA. in 
geringem Mae verlaingert. Dem durchschnittlichen Intervall von 
67,8 Minuten (100 mg Leber in Phosphatpufferlésung von py 7,4 und 
0.5 cem Methvlenblau 1: 2000) gegeniiber war bei den SA.-Zellen der 
Durchschnitt zwar nur um 2°) héher (69,3 Minuten), aber weil die 
Versuche vollkommen iibereinstimmten, so wurde der Erforschung des 
Verlaufs der Oxydoreduktionsvorgange eingehendere Aufmerksamkeit 
gewidmet. 

Benutzt wurde die Methode von Calcinai (3), die es erméglicht, einer- 
seits die Gesamtmenge der zu dehydrierenden Substanzen, also der ganzen 
H-Donatorenkapazitat, andererseits die Aktivitat der Dehydrasen im ganzen 
enzymkatalytischen System zu bestimmen. 

Die Messungen der H-Donatorenkapazitat wurden wiederum an eine: 
je 100 mg Leberzellen enthaltenden Menge mit Zugabe von Methylenblau, 
die immer um je 0,2 mg erhéht wurde, durchgefiihrt. In den SA.-Versuchen 
enthielt das Medium auBerdem noch 150 mg% SA, 

Wie aus den Durchschnittswerten der Tabelle III ersichtlich ist, 
wurden bei den normalen wie bei den. SA.-Zellen gleich groBe Mengen 
von Methylenblau reduziert. Die Zellen besaBen also auch in Gegenwart 
von SA. die gleiche Menge an Donatoren, wie im normalen Zustand. 
SA. stort also die Donatorenkapazitat der Gewebszellen in keinerlei 
Weise. 


Tabelle [1]. Bestimmung der H-Donatorenkapazitat. 





Entfiirbtes Methylenblau 





Gewebe normal mit Sulfanilamid 
mg mg 
RM orien ares 2,48 | 2,35 
amar Sage ees As 0,87 0,87 
PONS Ue ioe ERR 1,0 1,0 


Die Titration der Aktivitat des enzymkatalytischen Systems 
wurde bei kiinstlich hervorgerufenem UberschuB an Donatoren vor- 
genommen, so daB die Schnelligkeit der Reaktion sich nur in der Inten- 
sitat der Redoxasentitigkeit auBerte. Die einzelnen Messungen (Ta- 
belle IV) zeigten, daB die enzymkatalytische Tatigkeit bei allen be- 
nutzten Gewebszellen zwar nur in geringem, aber doch genau fest- 
stellbarem MaBe gehemmt war und daB diese Hemmung bei Skelett- 
muskeln und Gehirn am stairksten war. Die Inhibition betrug bei den 
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Tabelle IV. Bestimmung der enzymkatalytischen Wirksamkeit 





Entfarbungszeit 





Gewebe normal mit Sulfanilamid 

Min Min. a 
Pe Ee tae ae far ea ee 19,1 22,0 + 15,2 
Re rer re eT ee 21,3 24,8 + 16,4 
Reape ele Spit rar 40,5 46,7 + 15,3 
Skelettmuskel ........... 22,9 27,1 + 18,3 
WIE gt eve ence 104,3 114,0 + 9,3 


einzelnen Zellen ungefahr 10 bis 189%, der Reaktionsgeschwindigkeit 
der normalen Zellen. 

Diese Ergebnisse scheinen auf einen hemmenden EinfluB des 
SA. in dieser Richtung hinzuweisen. Da die Beschaffenheit dieser 
Hemmung festgestellt werden sollte, so wurden unter Anwendung der 
gleichen Technik Messungen unter Zugabe von Lactoflavin (10 y auf 
100 mg Zellen), Vitamin P-P (20 y), Aneurin (10 y) und Aneurin mit 
Na-Pyrophosphat zur Unterstiitzung der Phosphorylation durchgefiihrt. 

Bei den normalen Leberzellen (TabelleV) war bei Zugabe von 
Vitaminen die Entfarbungsdauer durchwegs verkiirzt — als Ausdruck 
einer Stimulation der Oxydationsvorgange —, was bei Lactoflavin 
und Aneurin mit Pyrophosphat 10°, iiberschritt. Bei Leberzellen von 
Tieren, die mit SA. vergiftet worden waren, und wo im Reaktions- 
medium SA. anwesend war, blieb diese Stimulation bei Gegenwart von 
Aneurin bestehen, bei Anwesenheit von Lactoflavin war sie nur in 
geringem Mae herabgedriickt worden. Zu einer gréBeren Beschleuni- 
gung der Reaktion kam es bei den SA.-Zellen, zu denen ein Uberschu8 
an Vitamin P-P hinzugefiigt worden war. Wahrend die Reaktions- 
beschleunigung unter dem EinfluB8 von Vitamin P-P bei den normalen 
Zellen ungefahr 3°, ausgemacht hatte, betrug sie bei den SA.-Zellen 
ungefahr 6%, also fast das Doppelte der Stimulation der Normalzellen. 
Gegeniiber der schwachen Stimulation der normalen Zellen, welche nur 


Tabelle V. Bestimmung der enzymkatalytischen Wirksamkeit 
bei Anwesenheit von Vitaminen. 





Normal Mit Sulfanilamid 
Gewebe Vitamin ohne mit Beschleu- ohne mit Beschileu- 
Vitamin Vitamin nigung Vitamin Vitamin nigung 
Min. Min. % Min. Min. % 
Leber | Lactoflavin 19,0 17,0 10,5 20,2 18,6 8.0 
Vitamin P-P 19,2 18,6 3,1 22,0 20,8 6.3 
Aneurin 19,7 18,6 5,5 21,8 20,1 7,8 
Aneurin + WNa- 
Pyrophosphat 19,7 16,9 16,6 21.8 18,5 15,1 
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den Ausdruck einer teilweisen funktionellen Ersch6pfung des zugehérige) 
Dehydrasensystems darstellt, scheint die Steigerung der Stimulation 
bei den SA.-Zellen in Gegenwart von Vitamin P-P fiir eine Uber- 
kompensierung des vorangegangenen hemmenden Einflusses von S.A. 

wie er schon in den ersten Messungen der anaeroben Oxydationen 
verzeichnet worden war — zu sprechen. 

Diese Beobachtungen scheinen mit den friiher beschriebenen 
Versuchen iiber die Hauptatmung unter Anwesenheit von Vitaminen 
in Zusammenhang zu stehen. Hier war die benutzte ersichtlich gerinve 
Zugabe von Vitamin P-P zu den SA.-Zellen wirkungslos, wahrend be; 
normalen Zellen dasselbe Vitamin eine gewisse stimulierende Wirkung 
vezeigt hatte. Obzwar die Mehrzahl der Versuche tiber die Haupt- 
atmung eher auf die Existenz eines hemmenden Einflusses des SA 
auf die Zellatniungsvorgange schlieBen laBt, so kénnte man doch den 
erwahnten Zusammenhang vielleicht als das Kennzeichen eines wahr- 
scheinlichen Eingriffes in die Funktion der Co-Dehydrasen ansehen. 
Da die Restatmung nach der CN-Vergiftung und in Zusammenhang 
damit auch die Lactoflavinfunktion ebenso wie die Aktivitat der 
H-Donatoren im Grunde normal geblieben war, so kann man dem 
SA. einzig und allein in diesem Abschnitt eine Rolle zusprechen. Auf- 
fallend ist nur, daB sich die hemmende Wirkung hier nur in einem im 
ganzen geringen Mabe auBerte, was — wie dies schon bei den Versuchen 
von Laves betont worden war — zu der Annahme zwingt, daB es sich 
nicht einmal hier um eine primare spezifische Wirkung des SA. handelt, 
sondern daB dies eher der sekundare Ausdruck einer verminderten 
Vitalitat der Zellen auf Grund einer, einen anderen Abschnitt der 
cellularen Lebensvorginge betreffenden Stérung ist. Diese Annahme 
wird noch dadurch verstérkt, daB nicht einmal bei den Gehirnzellen 
eine Reaktion der Atmung auf SA. verzeichnet werden konnte, wo 
doch die Gefahr einer intercelluléren Asphyxie um so gréBer sein miibte. 
da die Konzentration des SA. hier in vivo doch gréBere Werte erreicht, 
als in irgendeinem anderen Gewebe. 


Zusammenfassung, 


Bei den durchgefiihrten Zelloxydationsmessungen wurde folgendes 
beobachtet: 

1. Die Hauptatmung verschiedener Gewebszellen von mit S.A. 
vergifteten Tieren bleibt im ganzen unberiihrt. Sofern eine gewisse 
schwache Atmungshemmung durch SA. auftritt, so handelt es sich 
nur um eine geringfiigige, héchstens 11% nicht iiberschreitende Inhibi- 
tion der normalen Atmungsintensitat. 

2. Die Funktion des Lactoflavins hatte den Messungen der Rest- 
atmung zufolge einen im ganzen normalen Charakter. 
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3. Die Kapazitat der H-Donatoren bei der anaeroben Atmung 
blieb unverandert. 

4. Nur im Abschnitt der Funktion der Co-Dehydrasen konnte ein 
schwacher Eingriff des SA. verzeichnet werden, wie sich bei Normali- 
sierung der anaeroben Atmung mittels Vitamin P-P-UberschuB zeigte. 

5. Die Ergebnisse der durchgefiihrten Beobaehtungen nétigen zu 
der Anschauung, da es sich nicht um einen primaren spezifischen 
EinfluB des SA., sondern eher um sekundiare Folgeerscheinungen einer 
in anderer Richtung hin gestérten Vitalitat der Zelle handelt. 
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Zur Kenntnis der Chemie des Blutplasmas 
nach Blockierung des reticulo-endothelialen Systems. 
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(Eingegangen am 27. Januar 1943.) 










Wenn sich gewisse Farbstoffe in den Zellen ansammeln, iiben sie 
eine Wirkung auf das reticulo-endotheliale System (R. E.S8.) aus, die eine 
neue Erforschungsmethode dieses Systems erméglicht, die sogenannte 
Blockierung. Bei der Blockierung werden die Zellen des R.E_S. 
méglichst stark durch Einspritzungen mit verschiedenen kolloidalen 
elektronegativen Farbstoffen gesattigt. Durch die Ladung nimmt die 
Fixationskraft der Zellen ab oder verschwindet sogar ganz und das 
ganze System ist praktisch inhibiert, neue Farbstoffe aufzunehmen. 
Ebenso wie die Vitalfarbung ist auch die Blockierung ein Kolloid- 
opexiephanomen, wobei die verschiedenen Stoffe je nachihrer chemischen 
Beschaffenheit, nach ihrer kolloidalen Feinheit und nach der an. 
gewandten Stoffmenge auf das R.E.S. verschiedene Wirkungen 
ausiiben. Meist werden dazu Lithium-Carmin, Chinatusche und Ben- 
zidinderivate verwendet. 











) Die Mehrzahl der Grundelemente des R. E. 8. ist in den Organen 
lokalisiert und hat eine groBe Bedeutung fiir Entstehung und Zer- 
stérung der nichtfliissigen Blutelemente. Hieraus folgt die wichtige 
Rolle, die das R. E.S. im Stoffwechsel spielt. 


Moldovan! verwendet den bei Wiedereinspritzung des Antigens ein 
tretenden anaphylaktischen Schock, wenn eine Zeit von mindestens 1 Stunde 
bis héchstens 14 Tagen, von der Blockierung an gerechnet, verstrichen ist, 
indem er mit Pferdeserum sensibilisierte Meerschweinchen mit Chinatusche 
| blockiert. Das desensibilisierende, durch Blockierung erhaltene Prinzip 
kann durch Fallung der Proteinstoffe und durch Dialyse von den anderen 
| Stoffen getrennt werden. Moldovan hat es so erhalten und Reticulin M 
(Metschnikoff) genannt. Die von diesem Verfasser und seinen Mitarbeitern * 

mit Reticulin angestellten Forschungen, das sie durch Blockierung de: 
Pferde mit Chinatusche erhalten hatten, haben sogar therapeutische An- 
wendungen mit sehr gutem Erfolg erméglicht. 














Welche sind, vom chemischen Standpunkt aus, die im blockierten 
Organismus eintretenden Anderungen und wie ist die chemische Be 





1C, r. Soc. Biol. 89, 1239, 1242, 
Infektionskrankh. 128, 241, 1941. 





1923. 2 Zeitschr. f. Hyg. u. 
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schaffenheit der von Moldovan Reticulin genannten Substanz? Auf 
diese Fragen geben wir in der vorliegenden Arbeit teilweise Antwort. 

Das Experimentalmaterial wurde uns von Moldovan zur Ver- 
fiigung gestellt. Wir haben vor allem die durch Blockierung mit China- 
tusche an Pferden auftretenden Anderungen festzustellen versucht. 
Es wurde den Pferden in bestimmten Zwischenraumen Blut entnommen 
und im Blutserum Gesamtstickstoff, Reststickstoff, Harnstoff, Xantho- 
protein und Serumeisen bestimmt. 


Gesamtstickstoff, 


Du Bois’ stellt bei Bestimmung des Gesamtstickstoffs im Blute 
von mit Chinatusche blockierten Kaninchen manchmal eine Ver- 
mehrung, ein anderes Mal eine Verminderung desselben fest. Der 
Gesamtstickstoff wurde in bestimmten — in der nachstehenden Tabelle 
verzeichneten — Zeitraumen im Serum von nach der Methode Moldovan 
mit Chinatusche blockierten Pferden bestimmt, und zwar nach der 
Methode Parnas-Wagner. Es wurde acidimetrisch titriert unter Ver- 
wendung der Polomowskischen 2 Lésung als Indikator. Die Lésungen 
wurden in jeder Probe mit Kaliumbijodat kontrolliert. Zur Mineralisation 
wurde Mercuriselenit verwendet, nach der Dumazertschen 3 Methode. 





Pferd Vor der 10 Tage 13 Tage 14 Tage 16 Tage 20 Tage 


: Blockierung ~~ ee ; 
Nr. ad nach der Blockierung 


O95 
1,00 
O98 
1,12 
1.08 
1.06 
1,04 
1,14 
1,17 
1,41 
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Es ist ersichtlich, daB von den zehn Versuchstieren, bei welchen 
Futter und Behandlung dieselbe war, 10 Tage nach der Blockierung 
bei fiinf der Gesamtstickstoff zunimmt, bei drei abnimmt und bei zwei 
unverandert bleibt. Bei allen Tieren erfolgt zwischen dem 10. und 
dem 13. Tag eine Zunahme des Stickstoffs. Zwischen dem 13. und 
dem 16. Tag erfolgt entweder eine Abnahme oder der Wert des Stick- 
stoffs bleibt unverandert. 


1C.r. Soe. Biol. 108, 637, 1931. 2 Bull. Soe. Chim. Biol. 17, 944, 
1935. — *® Ebenda 20, 204, 1938. 
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Reststickstoff, 
Der Reststickstoff wurde titrimetrisch und kolorimetrisch nach 
der Folinschen Methode bestimmt. Die Ergebnisse sind in g N aus. 
gedriickt, die sich auf 100 g Gesamtstickstoff beziehen. 








Pferd Corder 10 Tage 13 Tage 14 Tage 16 Tage 20 Tage 
Nr. Bockierung nach der Blockierung 
l 3,59 2,53 2,96 3,44 2,89 
2 3,36 2,18 2,66 2,75 2,59 
3 2.66 2,06 2,38 3,70 252 
4 2,64 2,45 2,81 2,59 2,42 
5 2,53 2,3) 2,77 2,50 2,38 
6 5,13 2,54 4,04 3,98 5,10 
7 3,80 3,46 4,01 448 | 4,04 
8 6,55 3,87 4,50 5,70 3,34 
i) 2,97 3,05 3,45 2,80 2,53 
16 2,82 2,78 : 3,19 2,61 | 2,77 


Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB die Werte bis zum 10. Tay 
nach der Blockierung im Abnehmen begriffen sind, in dem Zeitraum 
vom 10. bis zum 16. Tag erfolgt eine Zunahme und nach dem 16, Tag 
wieder eine Abnahme der Werte. Der Maximalwert der Zunahme fiillt 
auf den 13. bis 14. Tag: nur wenn die jetzt folgende Abnahme der 
Werte eine plétzliche ist, fallt der Maximalwert auf den 16. Tag. Dieses 
Ergebnis ist deshalb wichtig, weil das an den Tagen mit Maximalwert 
des Reststickstoffs extrahierte Reticulin eine besonders starke Anti- 
schockwirkung hat. 

Harnstoff, 

Der Harnstoff wurde nach der gravimetrischen Methode (Fosse, 

Mestrezat und Janet) bestimmt. Die Ergebnisse sind folgende: 





; = ee Wor ‘ter 10 Tage 14 Tage 16 Tage 20 Tage 
slockie o SE a eR RS IN FTO ENS ale aR te a 
Nr. Siaaering nach der Blockierung 
7 0,529 0.529 0,495 0,449 0.461 
8 0.575 0,606 0,663 0,579 0,586 
i) 0,534 0,545 0,537 0,499 0,484 
10 0,419 0,446 0,400 0,358 0,437 


Der Harnstoff nimmt nach der Blockierung zu und an den Tagen 
mit Maximalwert des Reststickstoffs ab. Wenn wir vom Reststickstof! 
den Harnstoffstickstoff abziehen, erhalten wir folgende Werte (Residual- 
stickstoff): 





Pierd Vor der | 70 toe a Lol ae See 
Nr. Binekiorang nach der Blockierung 
4 0,0173 0.0135 0,0212 0,0284 0.0230 
& 0.0584 0,0224 0,0276 0,0472 0.0162 
q 0.0144 0.0149 0.0207 0,0138 O,01L00 
10 O,0L86 0.0168 0.0244 0.0173 0.0169 
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Der Residualstickstoff erleidet dieselben Veranderungen wie der 
Reststickstoff und diese Veranderungen scheinen noch enger an die 
Bildung des Reticulins gebunden zu sein. 


Xanthoprotein, 


Die Bestimmungen wurden photometrisch mit dem Apparat 
Leifo A nach den Angaben von Fretwurst und Maenchen ausgefiihrt. 
Die Veranderungen sind folgende: 





Pferd age 10 Tage 14 Tage 16 Tage 20 Tage 
B »*kier a Pee ee eee —e ee ee ee a! —_ 7 
Nr. cnennieans nach der Blockierung 
7 60 78 66 | 86 103 
9 44 66 62 48 46 
10 60 64 34 | 97 100 


Nach der Blockierung nehmen die Werte bis zum 10. Tag zu, 
nachher ab. SchlieBlich nehmen die Werte so stark zu, dab sie die 
Anfangswerte bedeutend iibersteigen. 


Serumeisen, 

Heilmeyer und Plétner ) haben festgestellt, daB durch Blockierung 
des R. E.S.° das Serumeisen ebenso wie in den Infektionskrankheiten 
zunimmt. Diese Tatsache haben auch wir durch unsere an Pferden 
ausgefiihrten Bestimmungen bestatigt. Nach der Blockierung nimmt 
das Serumeisen bis zum 20. Tag betrachtlich zu. Die Bestimmungen 
wurden photometrisch nach der Heilmeyerschen Methode ausgefiihrt. 
In der folgenden Tabelle ist die Konzentration des Serumeisens in y 
ausgedriickt : 








Pferd nn: dae 10 Tage 14 Tage 16 Tage 20 Tage 
] *kier g 
Nr. eae neat nach der Blockierung 
7 130 240 256 208.5 177.5 
8 154.5 202 222 268 334 
sf) 196.5 236.5 225 236 444 
10 138 203,5 227,5 191 339 


Versuche zur Absonderung des Retieulins aus Serum. 


Unsere Versuche haben gezeigt, da sich das desensibilisierende 
Prinzip mit Chloroform ausziehen laBt. Das Serum wird mit !, Volumen 
Chloroform geschiittelt. Die Chloroformlésung wird durch Zentri- 
fugieren und Dekantieren getrennt und im Vakuum verdampft. Der 
Riickstand wird im Exsikkator auf CaCl, getrocknet. Dieser Riickstand 
lést sich in Ather, Alkohol, Aceton nicht. Die Versuche mit dem sepa- 
rierten Prinzip wurden an mit Pferdeprotein sensibilisierten Meer- 


1 Chem. Centralbl. 1938, I, 3095. 
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schweinchen vorgenommen (s. Moldovan, a.a.Q.). Die Arbeiten iiber 
die chemische Beschaffenheit des Reticulins sind gegenwartig noch 
im Gange. 

Zusammenfassung, 


Die Blockierung mit Chinatusche des R. E. S. des Pferdes bewirkt 
bei diesem die Sekretion einer ,,Reticulin-M‘* genannten Substanz, 
welche antianaphylaktische Eigenschaften besitzt. 

Der biochemische ProzeB der Bildung dieser Substanz bewirkt in 
den chemischen Vorgangen, des Blutplasmas folgende Veranderungen: 

1. Der Gesamtstickstoff nimmt nach der Blockierung bis zum 
13. Tag zu, sinkt in den folgenden Tagen bis unter den Anfangswert 
und strebt langsam dem normalen Wert wieder zu. 

2. Der Reststickstoff nimmt bis zum 10. Tag nach der Blockierung 
ab, wachst plétzlich in dem Zeitraum vom 10. bis zum 16. Tag an, um 
spaiter wieder abzunehmen. 

Diese Zunahme fallt mit der maximalen Heilwirksamkeit des 
Reticulin-M zusammen. Wahrend dieser Zunahme enthalt das Blut 
die Komponenten des Reststickstoffs nur in kleinen Mengen, dafiir 
aber erscheint im Blute das desensibilisierende Prinzip. Zugleich mit 
der Abnahme des Reststickstoffs erscheinen wieder die Komponenten 
des Reststickstoffs und verschwindet das Reticulin-M. 

3. Der Harnstoff nimmt nach der Blockierung zu und an den 
Tagen, an denen der Reststickstoff maximale Werte erreicht, ab. 
Spiater strebt er den normalen Werten wieder zu. 

4. Der Residualstickstoff erleidet dieselben Anderungen wie der 
Reststickstoff, aber der Zusammenhang mit dem Reticulin-M ist scharfer, 
was der Entfernung einer Komponente des Reststickstoffs zu ver- 
danken ist. 

.  §. Das Xanthoprotein nimmt nach der Blockierung zu und erleidet 
eine Anderung, die derjenigen des Reststickstoffs direkt entgegen- 
gesetzt ist. 

6. Das Serumeisen erreicht infolge der Blockierung und infolge 
des Blutverlustes des Versuchstieres — weit héhere Werte als die 
anfanglichen. 

7. Zusammenfassend stellen wir in bezug auf die Anderungen der 
im Blutserum blockierter Pferde enthaltenen stickstoffhaltigen Stoffe 
folgendes fest: An den Tagen, an denen der Reststickstoff abnimmt, 
nimmt der Gesamtstickstoff, der Harnstoff und das Xanthoprotein 
zu und umgekehrt, 

Diese Anderungen kénnen — wie wir gezeigt haben — dem Reti- 
culin M zuzuschreiben sein, welches sich auf Kosten der Proteinstoffe 
bildet und sich im dialysierenden Teil des Serums befindet. 
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Farbreaktionen der Aconitsiure. Itaconsiiure 
und Glutaconsiiure. 
Von 
Michael Deffner und Alice Issidoridis. 
(Aus dem Institut fiir Chemie und Landwirtschaft ,.Nikolaos Kanellopoulos, 
Abt. f. Organ. Chemie u. Biochemie, Piraius, Griechenland.) 


(Eingegangen am 24, November 1942.) 


Bei unseren Versuchen tiber die Bildung und den Abbau der Citronen- 
siure durch Bacterien (1), Hefe (2) und Schimmelpilze (3) haben wir 
oft nach einem Nachweis verschiedener organischen Sauren gesucht, 
die als Zwischenprodukte auftreten kénnten. 

Bei diesen Versuchen wurden die Ansatze nach Ablauf der Reaktion 
mit Schwefelsiure angesdiuert, die Bacterien bzw. Pilze abfiltriert, das 
Filtrat im Vakuum bis auf 10 bis 30cem eingedampft und nachher die 
betreffenden Saéuren in einem Perforator mit Ather extrahiert. Nach dem 
Verdunsten des Athers bekommt man die Sauren in ziemlich reiner kristalli- 
nischer Form. 

Fiir den Nachweis dieser Séuren haben wir unter anderem auch 
einige Farbreaktionen ausgearbeitet, iiber die wir hier berichten méchten. 

Ch. S. Taylor (4) hat beobachtet, daB Essigsiureanhydrid mit 
fester Aconitsdure eine Rotfairbung gibt, die bald in Fuchsinrot iibergeht 
und in der Hitze blaugriin und schlieBlich blau wird. Die Citronen- 
sdure gibt diese Reaktion an sich nicht, wohl aber wenn sie in einem 
Reagensglas geschmolzen worden ist, wobei Spuren von Aconitsadure 
entstehen. Jtaconsdure, Citraconsdéure und Mesaconsdure geben diese 
Reaktion nicht. 

Nach 9. Firth und H. Herrmann (5) tritt, wenn man ein Kérnchen 
(etwa 5mg) Weinsdure mit einem Gemenge von 3,5 ccm Pyridin und 
15ecm Essigsiureanhydrid 10 Minuten lang im Wasserbad erwarmt, 
eine smaragdgriine Farbung auf. Citronensdure gibt, analog behandelt, 
eine karminrote, Aconitsdure eine schéne, violettrote Farbung. T'ri- 
carballylsdure und Itaconsdure geben bei gleicher Behandlung braune 
Farbungen. Mulonsdure gibt eine mahagonifarbene, beim Verdiinnen 
mit Essigsiureanhydrid griin fluoreszierende Lésung. Andere unter- 
suchten Sauren geben gar keine Farbung. 

Die Agarizinsiure, C,gH3;(OH)(COOH),-1', H,O, gibt mit 
Essigsiureanhydrid und Pyridin nach R. Casares-Lopez (6) eine braun- 
violette Farbung und nach B. Borkowski (7) eine kirschrote Farbung 
mit charakteristischer intensiv griiner Fluoreszenz. 

Wir haben uns fiir den Nachweis auch anderer Sauren interessiert. 
Durch eine Zufallsbeobachtung wurde unsere Aufmerksamkeit auf 
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Farbreaktionen gelenkt, die Aconitsdure, Itaconsdure und Glutaconsdur: 
mit einer Lésung von Brom in Pyridin geben. 
Wir haben beobachtet, daB, wenn man feste trans- oder cis-Aconit- 
CH-COOH 


sdure C-COOH  . Mit Brom-Pyridinlésung in der Kailte behandelt, 


CH,-COOH 
zuerst eine rotbraune und spater eine braune Farbe entsteht, unter 
gleichzeitiger Erwirmung und Entwicklung von CQg. 
CH, 


Da die Jtaconsdure, C-COOH _, die trans- oder cis-Glutaconsdure. 


CH,- COOH 
CH: COOH 
H-C.-COOH 
CH . die Mesaconsdure, , und die Citracon- 
HOOC-C-CH, 
H-C-COOH 
saure, , aus der Aconitsdéure durch Abspalten von CO, 
CH,:C-COOH 
gebildet werden kénnen, war es sehr wahrscheinlich, daB auch diese 
Sauren die Reaktion mit der Brom-Pyridinlésung geben wiirden. 

Die /taconsdure reagiert tatsichlich in der Kdlte erst nach einigen 
Sekunden mit der Brom-Pyridinlésung. Es tritt eine ahnliche Farbe 
auf wie bei der Aconitsaure. Die Glutaconsdure reagiert in der Kait 
erst nach mehreren Sekunden, und zwar entsteht zuerst, besonders 
wenn man mit einer verdiinnten Brom-Pyridinlésung arbeitet, eine 
violette Farbung, die dann in Braun tibergeht. Die Mesaconsdure und 
die Citraconsdure geben keine Farbung. 

Bromlésungen in Essigséure, Schwefelkohlenstoff, Chloroform, Tetra 
¢hlorkohlenstoff, Ather, Dioxan geben mit den betreffenden Sauren keine 
Farbreaktionen. Auch Jod in Pyridin gibt keine charakteristische Farbungen. 

Wir haben die Reaktion mit Brom-Pyridinlésung zu einer analyti- 
schen Nachweisreaktion der entsprechenden Sauren entwickelt. Durch 
eine Kombination dieser Reaktion mit der mit Essigséureanhydrid- 
Pyridin kann man die Aconitsdure, Itaconséure und Glutaconsdur 


einzeln auch dann noch nachweisen, wenn nur geringe Mengen zur 


Verfiigung stehen, wie sie bei den biochemischen Versuchen vorkommen. 


Wir fithren diese Farbreaktionen wie folgt aus: 


Auf eine Tiipfelplatte oder auf Filtrierpapier (8) bringen wir eine 
Menge von der GréBe eines Stecknadelkopfes oder einen Tropfen einer 


Lésung in Pyridin von der betreffenden Saure und einen Tropfen von 
einer frisch zubereiteten Lésung von Brom in Pyridin (0,3 bis 1 ccm 
Brom in 20cem Pyridin eingetropft) bzw. je einen Tropfen Pyridin 
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und Essigsiureanhydrid. 
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Trans- oder cis-Aconitséure geben auf diese Weise mit Brom- 
Pyridin-Lésung eine rotbraune, spiter braune Farbe, mit Essigsdure- 
anhydrid-Pyridin sofort eine braune, dann kirschrote Farbe, die spater 
in Fuchsinrot iibergeht. 

Itaconsdure gibt mit Brom-Pyridin erst nach einigen Sekunden 
eine rotbraune, spater braune Farbe, die der der Aconitsdure ahnelt. 
Mit Essigsdureanhydrid-Pyridin dagegen entsteht eine leichte gelbe 
Farbe, die spater in eine uncharakteristische leichte braune Farbung 
iibergeht. 

tlutaconsdure gibt mit Brom-Pyridin-Lésung erst nach mehreren 
Sekunden zuerst eine violette Farbung, die spiter Braun wird, jedoch 
nicht der der Aconitsdure ahnlich ist. Mit Essigsdureanhydrid-P yridin 
entsteht sofort eine orangegelbe Farbe, die spater orangebraun wird. 
Beim Verdunsten (bei Verwendung der Tiipfelplatte am Rande des 
Lésungsmitteltropfens) tritt oft eine rote Farbe auf. 

Empfindlicher wird die Reaktion mit der Brom-Pyridin-Lésung, 
wenn man einen Tropfen dieser Lésung auf eine Spur fester freier Saure 
bringt. Bei Verwendung der Tiipfelplatte kann man von der Itacon- 
sdure noch 0.05 mg, von der Aconitsdure noch 0,1 mg nachweisen. Fiir 
die Glutaconsdure ist die Reaktion nicht so empfindlich. Bessere Resul- 
tate erzielt man bei dieser Saure, wenn man verdiinntere Brom-Pyridin- 
lésung (0,3cem Brom in 20 cem Pyridin) anwendet. Man kann dann 
noch 0,2 mg nachweisen. Mit der Reaktion mit Essigsdéureanhydrid- 
Pyridin kann man noch weniger als 0,1 mg von der Aconitsdéure und 
Glutaconsdure nachweisen. Bei Verwendung von Filtrierpapier kann 
man bei dieser Reaktion noch 1 y Glutaconsdure und 5 y Aconitsdure 
in 0,02 cem Pyridin spezifisch nachweisen und mit Brom-Pyridin, 
wenn man auf eine Spur fester freier Saure die Brom-Pyridinlésung 
bringt, noch weniger als 0,03 mg [taconsdure, Aconitsdure und Glutacon- 
sdure. 

Wir haben auf diese Farbreaktionen auch andere biologisch in 
Frage kommende Sauren untersucht. 

Oxalessigséure gibt mit Brom-Pyridin-Lésung unter Gasentwicklung 
eine leichte, braune Farbung. Mit Essigsdéureanhydrid-Pyridin tritt zu- 
weilen zuerst eine olivgriine und nachher eine braune Farbe auf, meistens 
entsteht aber sofort die braune Farbung. Acetondicarbonsdure entfarbt 
zuerst die Brom-Pyridin-Lésung und nachher entsteht eine leichte braune 
Firbung. Mit Essigséureanhydrid-Pyridin wird sie hellbraun. 

Brenztraubensdure, x-Ketoglutarsdure, Oxalséure, Bernsteinséure, Fu- 
marsdure, Apfelsiéure, Malonséure, Weinséure, Citronenstiure, Anhydro- 
meth ylencitronensdure, Tricarballylséure, Mesaconsdure, Citraconsdure, Benzoe- 
sdure geben mit Brom-Pyridin-Lésung keine Farbung. 

_ Mit Essigstéureanhydrid-Pyridin farbt sich Brenztraubensdure hellbraun, 
Apfelséure erst nach langerer Zeit hellbraun, Citronenstiure gelb, spater 
braun und nach langerer Zeit kirschrot, Malonsdéure gelblichgriin, orange, 
braun, Weinsdure hellgriin, hellbraun, Fumarsdéure hellbraun, spater dunkler, 
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Anhydromethylencitronensdure gelb, olivgriin, braun, dunkelbraun. Bern 
steinsdure, Tricarballylsdéure, «-Ketoglutarsdéure, Mesaconsdure, Citracon 
sdure geben keine Farbung. 


Zur Isolierung der bei den Farbreaktionen entstehenden Verbindungen, 


O. Firth und H. Herrmann (5) haben die aus der Weinsaure 
Citronenséure und Aconitsdure mit Essigsdureanhydrid-Pyridin ent- 
stehenden Farbstoffe untersucht. Es handelt sich um hochmolekulare 
sauerstoffempfindliche Kondensationsprodukte, bei deren Entstehung 
Dicarbonséure, Pyridin und Essigséureanhydrid beteiligt sind. Zuerst 
entsteht aus der Dicarbonséure unter Einwirkung von Essigsaure. 
anhydrid eine Farbstoffvorstufe, die dann erst durch Einwirkung von 
Pyridin in einen Farbstoff umgewandelt wird. Es ist den Autoren 
gelungen, die Farbstoffvorstufen aus Citronenséure und Aconitsaure 
in kristallisierter Form zu isolieren. Die Vorstufe aus der Citronensaure 
hat die Zusammensetzung CgH, Qj) und Ahnelt einer acetylierten 
Dioxycitronensiure. Die Vorstufe des Aconitfarbstoffs steht in ihrer 
analytischen Zusammensetzung einem Aconitsdureanhydrid, C).0j90)). 
nahe. R. Casares-Lopez (6) hat an mehreren Séuren gezeigt, dal die 
freien Carboxylgruppen bei der Farbstoffbildung unbeteiligt sind. Die 
Farbreaktion wird darauf zuriickgefiihrt, daB zunachst die OH-Gruppen 
der Oxysiuren acyliert werden und dabei die Saéure in das Anhydrid 
iibergefiihrt wird, das mit dem Pyridin die Farbstoffe gibt. Bei der 
Weinsaure nimmt der Verfasser die Bildung von Diacetylweinsaure an. 
Pyridin wirkt offenbar nicht als bloBes Kondensationsmittel, da andere 
Kondensationsmittel ohne Wirkung sind. 

Wir haben uns unsererseits bemiiht, die Farbstoffe, die bei de: 
Einwirkung von Brom-Pyridin-Lésung auf Aconitséure, Itaconsaure 
und Glutaconsdure entstehen, naher zu untersuchen. 

Bei der Einwirkung von Brom-Pyridinlésung auf eine atherische 
Lésung von Aconitséure unter Kiihlung entsteht unter CQ,-Ent- 
wicklung ein dunkler, brauner Niederschlag, der unléslich in Ather. 
Schwefelkohlenstoff, Tetrachlorkohlenstoff, Benzol, schwer léslich in 
Aceton und leicht léslich in Wasser, Alkohol, Essigsiure, Essigsaéure- 
anhydrid und Pyridin ist. Diese Verbindung ist hygroskopisch, brom- 
haltig, und riecht auch nach 6fterem Auswaschen mit Ather und langerem 
Aufbewahren im Exsikkator nach Pyridin. Je nach den Mengen des 
verwendeten Pyridins, Broms und Athers haben wir verschiedene 
Produkte erhalten. Diese Produkte zeigen verschiedene Farben, Orange. 
Orangerot, Braun, Dunkelbraun, und haben verschiedene Zersetzungs- 
punkte, wie z. B. 80 bis 116°, 195 bis 198° usw. 

Aus der [taconsdure (hier wurde die Saure in einem Gemisch von 
Pyridin und Ather gelést) erhalten wir unter denselben Bedingungen 
aihnliche Verbindungen. 
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Bei der Glutaconsdure haben wir zwei ganz verschiedene Farbstoffe 
erhalten. Einen l6slichen und einen in Pyridin schwerléslichen. Bei 
der Einwirkung von Brom-Pyridinlésung auf eine Lésung van Glutacon- 
siure in Pyridin unter Kiihlung entsteht ein violettbrauner Nieder- 
schlag. Diese Verbindung ist sehr hygroskopisch, bromhaltig, riecht 
stark nach Pyridin, auch nach langerem Auswaschen mit Ather und 
Aufbewahren im Exsikkator, und ist unléslich in Ather, Schwefel- 
kohlenstoff, Tetrachlorkohlenstoff, schwer léslich in Pvridin, Aceton 
und leicht léslich in Wasser, Alkohol, Essigsiure und Essigsaureanhvdrid. 
Aus dem Filtrat wurde mit Ather ein brauner Niederschlag erhalten, 
der hellere Farbe a!s der aus Aconitséure oder I[taconsaure dargestellte 
hat. Seine Eigenschaften sind aber ahnlich denen der Verbindungen, 
die man aus Aconitséure oder Itaconsdure erhait. 

Bei allen diesen Substanzen handelt es sich wahrscheinlich um 
Verbindungen von Bromiden von Dicarbonséuren mit Brom und 
Pyridin. 

Zusammenfassung, 

Mit Brom-Pyridin-Lésung zibt freie Aconitsdure sofort eine braune 
Farbung, freie /taconsdure eine ahnliche Farbung, aber erst nach einigen 
Sekunden, und freie Glutaconsdéure nach mehreren Sekunden zuerst 
eine violette Farbung und spater eine braune Farbung, die aber der der 
Aconitséure nicht ahnelt. Diese Reaktion und die mit Essigsdure- 
anhydrid-Pyridin in der Kalte haben wir zu einer Tiipfelreaktion ent- 
wickelt. Mit Essigsdureanhydrid-Pyridin gibt die Aconitsdure eine 
braune, kirschrote, spiter in Fuchsinrot tibergehende Farbung, /tacon- 
sdure eine leichte, uncharakteristische braune Farbung und Glutaconsdure 
eine gelborange, spater orangebraune, unter Umstanden auch rote 
Farbung. Diese Farbreaktionen sind fiir die Analyse biochemischer 
Reaktionsgemische geeignet, da man noch 1 bzw. 30 y nachweisen kann. 

Die Substanzen, die mit Brom-Pyridinlésung entstehen, sind 
hygroskopisch, bromhaltig und bestehen wahrscheinlich aus Ver- 
bindungen von Bromiden der Dicarbonséuren mit Brom und Pyridin. 


Literatur, 


1) AW. Definer, Ann. 586, 44, 1938; M. Deffner u. W. Franke, ebenda 
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Uber die Anwendung von Mikroorganismen 
in der Zuckeranalyse. 


1. Mitteilung: 


Mikrobiologische Sehnellmethode zur quantitativen Bestimmung von 
alkoholvergirbarem Zucker in Sulfitablauge. 
Von 
Gieorg Menzinsky. 
(Aus dem Zentrallaboratorium der Svenska Jastfabriksaktiebolaget, 
Rotebro, Schweden.) 
(Eingegangen am 9, Dezember 1942.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Fiir Forschungsarbeiten wie auch fiir technische Untersuchungen 
ist es von Wichtigkeit, Gemische verschiedener Zuckerarten analysieren 
zu kénnen. Ganz besonders ist dies der Fall bei Mischungen von zu 
Alkohol vergairbarem (,,alkoholvergirbarem‘’:) Zucker mit anderen 
reduzierenden, jedoch nicht alkoholvergarbaren Substanzen. Die zu 
diesem Zwecke gewo6hnlich angewandten Methoden kénnen = grund- 
sitzlich in folgende zwei Gruppen eingeteilt werden: 

1. Chemische Methoden, die sich auf ein ungleiches Reagieren von 
verschiedenen Zuckerarten unter bestimmten empirischen Bedingungen 
eriinden. 

2. Biochemische Methoden, die auf dem spezifischen Verhalten 
von lebenden Mikroorganismen beruhen. 


Die erste Gruppe weist den Nachteil auf, daB derartige chemische 


Trennungsanalysen gewéhnlich nicht spezifisch genug sind, um nal 


verwandte Substanzen zu unterscheiden. Die Methoden der zweiten 
Gruppe sind meistens zu zeitraubend, um sich in der Praxis als Betriebs- 
analyse bewaihren zu kénnen. Das gew6hnliche Verfahren zur Bestim- 
mung von alkoholvergarbarem Zucker in Sulfitablauge besteht darin, 
die Ablauge zu vergiren; aus dem durch Destillation der Probe be- 
stimmten Alkohol wird sodann der alkoholvergirbare Zucker berechnet 
AuBerdem kann man aus der Differenz des Reduktionsvermégens der 
Sulfitablauge vor und nach der Garung den zu Alkohol vergarbaren 
Zucker ermitteln. Die fiir die Garung erforderliche Zeit ist in hohem 
Grade vom Cellulosekochverfahren abhangig und kann zwischen 20 
und 40 Stunden variieren. Ferner ist zu bemerken, das verschiedene 
Hefesorten bei der Garung in ein und derselben Ablauge nicht die gleiche 
Alkoholausbeute ergeben. Dieser Umstand beeintrachtigt natitrlich 
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den Wert des Verfahrens. So ergibt sich z. B. bei der Vergarung von 
Sulfitablauge durch Hefe, die direkt aus den Garbottichen entnommen 
ist, eine héhere Alkoholausbeute als bei der Verwendung von gewohn- 
licher PreBhefe des Handels. Auch kann die Hefe aus den Fabriks- 
garbottichen von Fall zu Fall stark variieren, z. B. hinsichtlich ihres 
Alters und ihrer Reinheit. Nicht selten kommt es vor, daB solche Hefe 
so stark infiziert ist, daB der Garverlauf véllig verschoben wird. Die 
im Vergleich zur Gairung mit PreBhefe héhere Alkoholausbeute bei Ver- 
wendung von geeigneter Hefe aus Fabriksgarbottichen beruht darauf, 
da die Garbottichhefe an Sulfitablauge gew6knt ist und infolgedessen 
die Fahigkeit erlangt hat, auch solche in der Ablauge vorkommende 
Zuckerarten zu vergaren, die reingeziichtete PreBhefe nicht ohne 
weiteres zu vergaren vermag. 


Bei Untersuchungen zur Bestimmung von alkoholvergirbarem 
Zucker in biologischen Lésungen wie Blut und Urin haben u.a. Folin und 
Svedberg (1) sowie Somogyi (2) die ,,Gardauer™ durch Verwendung einer 
verhaltnismaBig sehr hohen Hefekonzentration stark abgekiirzt. Bei 
15 Minuten langem Schiitteln von 100 cem einer 0,2 °,igen Glucose- 
ldsung mit 5g PreBhefe bei Zimmertemperatur verschwindet der 
Zucker quantitativ aus der Lésung. Dieser Vorgang wird im folgenden 
bis auf weiteres als ,,Entzuckerung’” bezeichnet. Uber den eigentlichen 
Verlauf der Entzuckerung werde ich in einer spateren Arbeit berichten. 
Es ist denkbar, daB die Entzuckerung eine Reihe von Vorgaingen wie 
Adsorption an der Oberfliche der Hefezellen, Garung und Atmung, 
Aufbau von Zellsubstanz u.a. umfabt. 


Zuckerarten, die nicht vergarbar sind, wie z. B. Xvlose, werden 
unter dergleichen Bedingungen nicht betroffen und bleiben quantitativ 
in der Loésung zuriick. Substanzen, die durch Schadigung eines 
oder mehrerer Enzyme die Garung hemmen, z. B. Phenol, Natrium- 
fluorid oder Quecksilbersalze, setzen ebenfalls das Entzuckerungs- 
vermogen der Hefe herab. Diese Tatsache deutet Somogyi (3) so, dab 
es sich bei der Entzuckerung um eine Reaktion von Enzym und Sub- 
strat handelt. Er nennt sie: ,,the first phase of enzvm action’. Auf 
Grund der hohen Geschwindigkeit, mit der die Reaktion verlauft, 
schlie8t er darauf, daB gewisse Enzyme der Hefe sich in ..definitely 
organized system around the surface of the cells befinden. Er ver- 
mutet, daB dieser Tatbestand die Verschiedenartigkeit des Garverlaufs 
mit lebender Hefe und mit zellfreien Systemen verursacht. Somogyi 
behandelt in seinen Untersuchungen ausschhieBlich das Verhalten von 
Glucose zu Hefe, wihrend Raymond und Blanco (4) mit Mischungen 
von verschiedenen Zuckerarten arbeiten. Sie finden, dai Mannose, 
Fructose und Glucose in wechselndem Ausmalh, das vor allem von Be- 
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handlungszeit, Zuckerkonzentration und Hefequalitaét abhangt, bis 
zu 60 bis 80% von Hefe aufgenommen werden. Lactose, Galaktose 
Maltose, Xvlose, Arabinose, Ribose und Dioxyaceton hingegen werde: 
nicht von Hefe aufgenommen. Harding und Grant (5) bestimmer 
Galaktose in Blut und Urin durch Behandlung der Lésungen mit an 
Galaktose gewéhnter Fleischmann-Hefe. 

Die in Sulfitablauge vorkommenden einfachen Zuckerarten sind 
die Hexosen Mannose, Glucose, Fructose und Galaktose sowie cir 
Pentose, Xylose (eventuell auch Arabinose). Es ist auBerst schwierig, 
die Anteile dieser Zuckerarten quantitativ exakt anzugeben, da ihr 
Gehalt sehr von der zur Cellulosefabrikation verwendeten Holzart und 
den Bedingungen des Kochverfahrens abhangt. H. Krause (6), BE. Hdga- 
lund (7) und P. Klason (8) haben sich besonders mit der quantitativen 
Verteilung der Zuckerarten in Sulfitablauge beschaftigt. In einer Arbeit 
von Hadgglund (9) und Mitarbeitern werden die Anteile folgendermaben 


angegeben: 





Zucker °, der Zucker Zucker % der Zucker 
eae tao es 17,0 Fructose ........... 4,0 
MONE os ces oan 42,7 CN is cc ees 28,9 
ee ee 4,2 Galakturonsiure .... 3,2 


Von den in dieser Tabelle erwahnten Zuckerarten sind nur Mannose, 
Glucose und Fructose mit gew6hnlicher PreBhefe, Sacch. cerevisiae. 
direkt vergirbar, waihrend zur Vergérung von Galaktose eine an diese 
gewohnte PreBhefe oder eine Galaktose direkt vergairende Hefesorte 
erforderlich ist. 

Um das Verhalten dieser Zuckerarten in wasseriger Lésung bei 
Gegenwart einer verhaltnismaBig hohen Hefekonzentration naher zu 
untersuchen, wurden zunachst einige Versuche ausgefiihrt, die den 
Verlauf der Entzuckerung bei verschiedenen Temperaturen klarlegen 
sollten. Die Versuche wurden mit den verschiedenen Zuckern einzeln 
und in Mischung ausgefiihrt, und zwar in 0,2%iger Lésung mit 5 ¢ 
PreBhefe per 100cem. Der Zuckergehalt wurde nach der Kupfer- 
reduktionsmethode von Schoorl bestimmt}. 

Die Methodik war wie folgt: 2,5 g PreBhefe-wurden in einem 100-ccem- 
Zentrifugenglas in 50cem Zuckerlésung suspendiert. Das Glas wurde 


1 Die Versuche wurden teilweise auch im ,,Zentrallaboratorium de 
Stockholmer Brauereien A.-G.** und im ,.Zentrallaboratorium der Cellulose 
industrie‘‘ an der Kénigl. Technischen Hochschule in Stockholm ausgefiihrt. 
Fiir das erwiesene Interesse méchte ich auch an dieser Stelle dem Vorstehe: 
des ,,Zentrallaboratoriums der Stockholmer Brauereien‘‘, Dr. H. Lundin, 
und dem Vorsteher des .,Zentrallaboratoriums der Celluloseindustrie’’. 
Professor FE. Hagglund, meinen besten Dank aussprechen. 
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sodann in einen Thermostaten eingehangt und der Inhalt mittels eines 
Glasriihrers gleichmaBig verteilt. Nach gewissen Zeiten wurden Proben 
entnommen und abzentrifugiert und in der klaren Lésung der restliche 
Zuckergehalt bestimmt. Aus den folgenden Tabellen und Kurven geht det 
Verlauf der Entzuckerung von Mannose, Glucose, Fructose und Galaktose 
bei verschiedenen Temperaturen hervor. 


Tabelle I. Verlauf der Entzuckerung einer wasserigen Lésung von 
Mannose durch PreBhefe. (Abb. 1.) 
0,2 g Mannose /100 cem, 5g PreBhefe/100 cem. 








209 C 259 C 309 C 35° C 40° 
Zeit Ze 23 LP 23 P i Se z¢ 
inMin. £8 £2 a9 2S =8 2 zg z= 
es | 62 | 8) 88 | g& ¢ | $s gE 
=2 os ae Sa => = za2 >a 
to .o* bo oF of oF to = 
0 21,5 0 19,6 0 22,0 0 20,7 0 20,7 0 
5 _ — — — 4,9 62 
i a me 5,7| 74 | 34) 84] 09! 96 
2%) ‘ ac jas = = : . 0,0 100 
30 9,2 57 4,1 79 0,8 96 0,0 100 
45 — - 0,0 100 
60 3,6 83 0,0 100 
90 0,6 
120 0,0 
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Abb. 1. 
Tabelle II. Verlauf der Entzuckerung einer wasse- § 0s 
: S , S 
rigen Losung von Glucose durch PreBhefe. (Abb.2.) S$ 
X 
0,2 g Glucose/100 cem, 5g PreBhefe/100 cem. S 
+ S 50 
Zeit 20° C 300 © Ss 
in st ae tatialiniineanianiind ~ “ ; - a atone einaainainaminaseaiaiing BS 
Min. mg Glucose % verschw. mg Glucose % verschw. > 
10 eem Glucose 10 cem Glucose £5 
0 18,2 0 18,2 0 
5 2,¢ 32 6,6 64 
10 4,1 77,5 0,0 100 0 
15 0,0 100 
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Tabelle IIT. 


G. Menzinsky: 


Verlauf der Entzuck 


erung einer wasserigen Lésung 


von Fructose durch PreBhefe. (Abb. 3.) 


0,2 g¢ Fructose /100 cem, 


5g PreBhefe/100 cem. 





Zeit in Min. 


1d 
20 
30 
45 
CO 


Tabelle 1V. 
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Abb. 


3. 


Verlauf der Entzuckerung einer wasserigen Lésung 


von Galaktose d 


0,2 ¢ Galaktose/100 eem, 


urch PreBhefe. 


5g PreBhefe/100 ccm. 





30°C 
Zeit in Min. ; - 
s , mg Galaktose % verschw. 
10 ecm Galaktose 
0 20,0 0 
15 18,9 5,5 


30° C 
Zeit in Min. 


mg Galaktose % verschw 


10 cem Galaktose 
60 18,9 5,5 
120 18,9 5,5 


Wie die Tabellen und Abbildungen zeigen, werden Mannose, Glu 
cose und Fructose in kurzer Zeit von PreBhefe quantitativ aufgenommen, 


wihrend Galaktose unter den gleichen Bedingungen praktisch genommen 
unberiihrt bleibt. Dies stimmt damit iiberein, daB nur direkt vergarbare 
Zuckerarten von der Entzuckerung erfaBt werden. 


In einem folgenden Versuch wurde der Verlauf der Entzuckerung 


einer Mischung von Mannose, Glucose, Fructose und Galaktose unter 


sucht. Die Mischung hatte folgende Zusammensetzung : 0,1 ° Mannose 
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0.05 ”. Glucose, 0.05 * Fructose und 005°, Galaktose. Die Tabelle V 
zeigt den Verlauf der Entzuckerung. Der Zucker wurde als Mannose 
berechnet. 


Tabelle V. Verlauf der Entzuckerung einer Mischung Mannose, 
Glucose, Fructose und Galaktose in wasseriger Lésung durch 
PrebBhefe. 


0.25 ¢@ Zueker/100 cem, 5g PreBbhete/ 100 com. 





20° C 30° ¢ 
Zeit in Min. oe Sone ar -yorachw, ee 4: geyenliw. 
si fe aunt Zucker = hsp ? Zucker 

Q 24,0 Y 24,0 U 

15 12,0 50 7,6 bd 
30 8,5 65 4,7 80 
45 6,3 74 4,7 50 
60 5,5 7q7 

75 4,7 80 
90 4,7 80 


Aus dem Versuch geht hervor, daB auch aus einer Mischung 
Mannose, Glucose und Fructose von der Hefe vollstandig aufgenommen 
werden, wihrend Galaktose, die zu ungefibr 20% in der Mischung 
vorlanden war, zuriickbleibt. Es galt nun festzustellen, dali der Ent- 
zuckerungsverlauf in Sulfitablauge der gleiche ist wie in wasseriger 
Lésung. Zu diesem Zwecke wurden die verschiedenen Zuckerarten, 
einzeln und in Mischung, in ausgegorener Sulfitablauge gelést und die 
obigen Versuche mit diesen Loésungen wiederholt. Als Versuchis- 
temperatur wurde 36°C gewahlt; die verwendete Hefemenge war wie 
zuvor 5g fiir 100cem Zuckerlésung. Die folgenden Tabellen und 
Abbildungen zeigen den Verlauf der Entzuckerung in ausgegorener 


Sulfitablauge. 





sth SS 
Tabelle VI. Verlauf der Entzuckerung 90 | 
einer Lésung von Mannose in Sultitablauge 
durch PreBhefe. (Abb. 4.) § 
“x 9% 
0,2 g¢ Mannose /100 cem, 5g PreBhefe/100 cem. & 
309 C R 50 
Zeit in Min. > Ss 
mg Mannose % verschw. SS 
10 cem Mannose > 
0 19,2 0 1 
15 Wy 75 | 
25 0,9 95 Hii 
0 © 20 30 Mr. 


30 0,0 100 Abb. 4. 
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(Abb. 5.) 


Tabelle VII. Verlauf der Entzuckerung einer Lésunyg 
von Glueose in Sulfitablauge durch PreBhefe. 


0,2 ¢ Glucose/100 cem, 5g PreBhefe/100 cem. 





d 


0 
5 


10 


aufgenommener Zucker 








Zeit in Min, ae 


30° C 


mg Glucose/10 cem 


20,0 
7,9 
0,0 


% verschw. Glucose 


0 
60 
100 


TabelleVIIT. Verlauf der Entzuckerung einer Lésuny 
von Fructose in Sulfitablauge durch PreBhefe. 





0 5 10 Mn. (Abb. 6.) 
Abb. 5 0,2 g Fructose/100 cem, 5g PreBhetfe/100 cem. 
30°C 
Zeit in Min. fo wen 

accent ea mg Fructose/10 cem % verschw. Fructose 
sed 0 17,1 0 

| - 

| 20 2.9 85 

30 0,0 100 


| 
| TabelleIX. Verlauf der Entzuckerung einer Lésung 
| 


von Galaktose in Sulfitablauge durch PrefShefe. 
0,2 g Galaktose/100 cem, 5g PreBhefe/100 ccm. 
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Tabelle X. Verlauf der Entzuckerung einer 


Zeit in Min. — 


mg Galaktose/10 cem 





17,9 
16.5 
16,5 
16,5 


% verschw. Galaktose 


0 
8 
8 


8 


Mischung von lg 


Mannose, 0,7g Glucose, 0,lg Fructose und 0,lg Galaktose in 
ausgegorener Sulfitablauge durch PreBhefe. 


19g Zucker/100 cem, 5g PreBhefe/100 cem. 





°% verschw. 


Zucker 


0 
76 


86 


309 C 
Zeit Se ee 
in Min. mg Zucker 
: berechnet als 
Mannose 10 cem 
0 18,9 
15 4,5 
30 2,6 





% verschw. 


Zucker 


309 C 
Zeit —_——_____—- 
in Min. mg Zucker 
berechnet als 
Mannose/10 ccm 
45 1,5 
60 1,5 


Die Versuche zeigen deutlich, daB die Entzuckerung in Sulfit- 
ablauge genau so verliuft wie in wasseriger Lésung. Galaktose wird 
unter den vorliegenden Bedingungen nicht von der Hefe aufgenommen. 
Sie wird jedoch gewoéhnlich bei der Sulfitspritgarung vergoren, gehort 
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ilso unter den bei dieser vorliegenden Bedingungen zu den alkohol- 
vergarbaren Zuckern. Um nun das obige Verfahren zur Bestimmung 
der alkoholvergarbaren Zucker auch bei Sulfitablauge verwenden zu 
kénnen, war es daher notwendig, eine andere Hefe zu finden, die auch 
Galaktose erfaBt. Es wurden zu diesem Zwecke zunachst Versuche mit 
an Galaktose gew6hnter PreBbhefe ausgetiihrt. 


Herstellung von an Galaktose gewohnter PreBhefe, 


10 g PreBhefe wurden in 100 cem einer Nahrsalzlésung, die 10 g Galak- 
tose, 50mg Ammoniumphosphat und 50mg Ammoniumsulfat enthalt, 
suspendiert und in einem Thermostaten bei 30°C unter wiederholtem 
Schiitteln aufbewahrt. Nach 24 Stunden wurde die Hefe abzentrifugiert 
und von neuem in 100 cem derselben Nahrsalzlésung suspendiert. Diese 
Behandlung wurde mehrmals nach je 24 Stunden wiederholt. Nach viermal 
24 Stunden war die Hefe bereits an Galaktose gewéhnt, so daB starke 
Garung eintrat. Die Hefe wurde nun abzentrifugiert und gewaschen, bis 
das Waschwasser keine Reduktion mit Fehlingscher Lésung zeigte. Die 
so erhaltene, auf der Nutsche abgesaugte Hefe wurde sodann zu den folgenden 
Versuchen, die die Entzuckerung einer wasserigen Lo6sung von Calaktose 
zeigen, verwendet. 


Tabelle XI. Verlauf der Entzuckerung einer wasserigen Lé6sung 
von Galaktose durch an Galaktose gewohnte PreBhefe. (Abb. 7.) 


0,1 g Galaktose/100 cem, 5g Hefe/ 100 cem. 





30° C 300 ¢ 
feit in Min. ~~ 2 Zeit in Min. 
om & Ee mg Galaktose % verschw. gel aps mg Galaktose % Verschw. 
10 cem Galaktose 10 cem Galaktose 
oO .* 10,3 60 1,9 81 
36 4,9 52 90 0 100 


Wie aus der Tabelle XT und der Abb. 7 ersichtlich, wird unter den 
vorliegenden Bedingungen die Galaktose quantitativ von der Hefe auf- 
genommen, Dieses Ergebnis steht in 





cuter Ubereinstimmung mit Arbeiten seal 
von Harding und Grant (10), die zur ; 
Bestimmung von Galaktose in Blut 
und Urin galaktoseadaptierte Fleisch- 
mann-Hefe verwendeten. Aus diesen 
Versuchen kann man nun den SchluB 
ziehen, daB gewohnliche PreBhefe, die 
langere Zeit zu Garungen von Sulfit- 
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Galaktose gew6hnt ist, daB sie auch Galaktose zu vergaren und folglich 
eine Galaktoselésung zu entzuckern vermag. Der folgende Versuch, der 
den Verlauf der Entzuckerung einer wasserigen Lésung von Mannose 
Glucose, Fructose und Galaktose durch Hefe aus Sulfitgarbottichen 
veranschaulicht, zeigt, daB dies der Fall ist. 


Tabelle XU. Verlauf der Entzuckerung einer wasserigen Mischunyg 
von lg Mannose, lg Glucose, 0.56g Fructose und 0,5g Galaktos: 
pro 1000cem durch Hefe aus Sulfitgarbottichen. (Abb, 8.) 


0.3¢ Zucker/100 cem, 5g Hefe/100 cem. 





300 ¢ 30° ¢ 
Zeit Zeit . : 
in Min. mg Zucker | verschw in Min. mg Zucker % verschw 
berechnet als 2, eng ; berechnet als °y aca 
Mannose 10 ecm ais Mannose/10 cem oe 
0 27,9 0 CO 2,5 91 
30 15 84 {0 0,0 100 
45 3,1 9 








% —, 


100 


| Der folgende Versuch zeigt die 
| Bedeutung der Hefemenge fiir den 
Verlauf der Entzuckerung. Es wurd 
dabei Hefe aus Sulfitgarbottichen 
verwendet. 

Aus der Tabelle XLII geht he: 


vor, daB bei einer Hefekonzentration 


aufgenommener Lucker 


von 2.5¢ auf 100 cem im Verhialtnis 
7] 





1: 10 verdiinnter, neutralisierter Su! 
fitablauge zum = quantitativen  E) 





| fassen des alkoholvergiirbaren Zuckets 
0 30 60 9 Mn, 


Abb. 8 





60 Minuten erforderlich sind, wahrend 
bei einer Hefemenge von 5 bzw. 10 ¥ 
auf 100 ccm. verdiinnter Sulfitablauge nur 30 Minuten erforderlic! 
sind. Die Zeit ist natiirlich auch von der Qualitét der Hefe abhanviy 


Tabelle XIII. Verlauf der Entzuckerung in im Verhaltnis 1: 10 
verdiinnter, neutralisierter Sulfitablauge durch verschiedene 
Mengen Hefe. 





Reduzierende Substanz in °% berechnet als Mannose 


Zeit in Min. nach Behandlung mit 
2.5 g Hefe 100 cem 5a Hefe/100 ecm 10 g Hefe 100 cem 
0 3,61 3,61 3,61 
15 1,89 1.48 1,41 
30 1,64 1,28 1,28 
45 1,58 1,28 1,27 
60 1,2 
73 Lo 
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Bei der Durchfithrung der Analyse wurden im folgenden 5g Hefe 
auf 100 cem Zuckerlosung verwandt und die Behandlung 60 Minuten 
durchgefiihrt. Dies kat sich in saimtlichen untersuchten Fallen als 
ausreichend erwiesen. 


Entzuckerungsversuche mit Saccharomyces fragilis, 

Wie bereits erwahnt, sind von den in Sulfitablauge vorkommenden 
alkoholvergirbaren Zuckerarten Mannose, Glucose und Fructose mit 
gewobnlicher PreBhefe, Sacch. cerevisiae, direkt vergarbar, wahrend 
zur Vergarung von Galaktose eine an Galaktose gewéhnte Prebhete 


..oder eine Galaktose direkt vergirende Heferasse nétig ist. Da bekannt- 


lich Sacch. fragilis im Gegensatz zu Saech. cerevisiae auBber Mannose, 
Fructose und Glucose auch Galaktose direkt vergairt, wurde nun im 
folgenden das Verhalten dieser Hefe zu obengenannten Zuckerarten 
untersucht. Die Tabelle XIV zeigt den Verlauf der Entzuckerung ciner 
wisserigen Lésung von Galaktose mit Sacch. fragilis. 


Tabelle XIV. Verlauf der Entzuckerung einer wasserigen LéOsung 
von Galaktose durch Saech. fragilis. (Abb. 9.) 


0.5 g¢ Galaktose/100 cem, 5g Hefe/100 cem. 





20° ¢ 30° C 
Zeit in Std. 
ee mg Galaktose % verschw. mg Galaktose % verschw 
10 cem Galaktose 10 cem Galaktose 
0 49,4 0 53,7 0 
1 26,3 58,6 12,6 76,5 
2 12,2 75,3 0,0 100 
3 0,0 100 
, ‘ : , y ee ee Pee eee atin 
Aus diesem Versuch ist ersicht- Jo 
100 i J 


lich, daB unter den vorliegenden Prd 
Bedingungen Galaktose quantitativ 
von Sacch. fragilis aufgenommen wird. 
Der folgende Versuch zeigt den Ver- 
lauf der Entzuckerung einer Mischung 


50 
von Mannose, Glucose, Fructose und 


d 


autgenommener Lucker 


Galaktose in ausgegorener NSulfit- 











ablauge durch Sacch. fragilis. a 
Nach diesen — systematischen 
Untersuchungen tiber die Aufnahme | 
a 7 2 3 die. 


von Mannose, Glucose, Fructose und a 
Galaktose in wasseriger Lésung und 
in Sulfitablauge durch verhaltnismaBig groBe Mengen von Prebhefe, 


an Galaktose gewohnte PreBbhefe und Sacch. fragilis wurden nun die 
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(i. Menzinsky: 


Tabelle XV. Verlauf der Entzuckerung einer Mischung von 0,1°, 

Mannose, 0,059 Glucose, 0,059, Fructose und 0,05% Galaktos 

in ausgegorener, neutralisierter und im Verhaltnis 1:10 ver 
diinnter Sulfitablauge durch Sacch. fragilis. (Abb. 10.) 














309 © 399 ¢ 
Zeit ae he a Zeit Na 
in Min. ws Su a é % Verschw, in Min. mg Zucke a5 % verschw 

berechnet als Canker herechnet als Zuck 
Mannose/10 ecm ‘ Mannose 10 ecm ee 

0 25,3 0 45 ) Be 95 

15 6,1 80 CO 0.0 100 

30 3.7 86 

% — erhaltenen Resultate zur Bestimmung des 


alkoholvergarbaren Zuckers in Sulfitablauge 
verwertet. 


> 
i 


sulgenomme mer Lucker 
S 


in Sulfitablauge, 
Die Sulfitablauge wurde warm und unter 
Liiftung mit Calciumearbonat neutralisiert 
(pu 6), worauf die reduzierende Substanz 





mittels der Kupferreduktionsmethode von 
Schoorl bestimmt und als g Mannose oder 
0 6 3% & 60Mn (Glucose auf 100 cem Ablauge  berechnet 
Abb. 10. wurde. In 50 ccm der im Verhaltnis 1: 10 
verdiinnten Ablauge wurden sodann 2,5 ¢ auf 

der Nutsche abgesaugte und mehrmals gewaschene Hefe aus Sulfitgér- 











bottichen suspendiert und die Entzuckerung wie oben beschrieben 
bei 30° C durchgeftihrt. Nach 60 Minuten wurde eine Probe entnommen 
und abzentrifugiert und in der klaren Lésung die reduzierende Substanz 
wie zuvor bestimmt. Die Differenz der Werte fiir die reduzierende 
Substanz vor und nach der Entzuckerung, berechnet als Mannose oder 
Glucose, entspricht dem in der Sulfitablauge vorkommenden alkohol- 

vergirbaren Zucker. 
Die zum Versuch verwendete Hefe muB vor dem Gebrauch griind- 
1 lich gewaschen werden, bis das Waschwasser Fehlingsche Lésung nicht 
mehr verandert. Wahrend der Dauer der Entzuckerung gibt die Hefe 
unter den vorherrschenden Bedingungen weder Extraktstoffe noch 
Wasser an die Sulfitablauge ab. Man braucht daher fiir den Wasser- 
vehalt der Hefe keine Korrektur einzufiihren. Soll nun die beschriebene 
Hefe-Entzuckerungsmethode anstatt der bedeutend zeitraubenderen 
Garungsmethode verwendet werden, so muB sie volle Ubereinstimmune 
mit den Zuckerwerten ergeben, die mittels Vergarung der Ablauge 
erhalten werden. Es wurden daher parallel zu den Entzuckerungs- 





Bestimmung yon alkoholvergiirbarem Zucker 
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versuchen mit der gleichen Ablauge Garversuche ausgefiihrt. Dabei 
wurde folgendendermaBen verfahren: 100 ccm neutralisierte Ablauge 
wurden durch Zusatz von einigen cem n HCl auf py 4 bis 5 eingestellt 
und durch kurzes Aufkochen sterilisiert. Nach Abkiithlen wurde | g Hefe 
zugesetzt und die Probe bei 306°C unter wiederholtem Umschiitteln 
36 bis 48 Stunden lang vergoren. Daraufhin wurde destilliert 

die Hefe braucht dabei nicht entfernt zu werden —, das Destillat durch 
Zusatz von Lauge alkalisch gemacht und ein zweites Mal destilliert. 
In diesem zweiten Destillat wurde der gebildete Alkohol pyknometrisch 
bestimmt und in Zucker umgerechnet. Da der auf diese Weise erhaltene 
Wert ftir die alkoholvergirbare Zuckermenge nicht der vor der Garung 
wirklich vorhandenen Menge vollig entspricht, muB durch eine Parallel- 
girung mit Zusatz einer bekannten Menge von Zucker (z. B. Glucose) 
der Ausbeutefaktor bestimmt werden. Um jede Méglichkeit einer Fehl- 
beurteilung des Ausbeutefaktors auszuscheiden, wurde diese Garung 
in derselben Ablauge wie die eigentliche Analyse ausgefiihrt. Durch 
Arbeiten von Meyerhof und Schulz (11) u. a. ist nimlich gezeigt worden, 
daB die Alhokolausbeute bei Vergérung von Zuckerlésungen in hohem 
Grade von Beimischungen des Substrats abhangig ist. 

Das folgende Beispiel veranschaulicht die fiir die Bestimmung des 
alkoholvergairbaren Zuckers auf dem Garungswege in vorliegender Unter- 
suchung verwendete Arbeitsmethodik. 

Vergarung von 100 cem neutralisierter Ablauge ergab 0,85 g Alkohol. 
Bei der Parallelgarung mit Zusatz von 3,55 g Glucose wurden 2,48 g Alkohol 
gebildet. Dem zugesetzten Zucker, 3,55 g, entspricht also eine Steigerung 
der Alkoholausbeute von 1,63 g und der Ausbeutefaktor betragt folglich 
1,63 /3,55 = 0,46, d. h. 1g zugesetzter Glucose ergab 0,46g Alkohol. Bei 
Vergaérung von 100 cem der neutralisierten Ablauge wurden 0,85 g Alkohol 
festgestellt; diese Menge stammt also von 0,85/0,46 1,85 g alkohol- 
vergarbarem Zucker. 


Tabelle XVI. Alkoholvergarbarer Zucker in Sulfitablauge, er- 
mittelt durch Garung und nach der Hefeentzuckerungsmethode. 





Total reduzierende Substanz Alkoholvergirbarer Zucker in °%, bestimmt 
Bezeichnung in % als durch 
der Probe aus 
den Versuchs- Hefeentzuckerungsmethode, 
protokollen Mannose Glucose Girung berechnet als 
Mannose Glucose 
SS 33 1.96 1,91 128 1,25 1,24 
SS 34 2,01 1,98 1,22 1,21 1,19 
SS 35 3,20 3,14 1,87 1,88 1,83 
SS 38 3,90 3,80 2,38 2,39 2,31 
SS 39 2,83 2,77 1,58 1,60 1,56 
SS 40 2,78 Rie 1,47 1,54 1,49 
SS 41 2,61 2,55 1,38 1,37 1,33 
SS +7 3,34 ed 2,08 2,08 2,03 
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In der Tabelle XVI sind einige Resultate von verschiedenen unte: 
suchten Sulfitablaugen zusammengestellt, wobei der alkoholvergirbar, 
Zucker einerseits durch Garung, andererseits mittels der Hefe-Ent 
zuckerungsmethode bestimmt wurde. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, stimmen die durch Garune 
und nach der Hefe-Entzuckerungsmethode erhaltenen Werte fiir den 
alkoholvergirbaren Zucker der Sulfitablaugen gut iiberein. 

AbschlieBend wird im folgenden eine genaue Beschreibung de: 
Hefe-Entzuckerungsmethode zur Bestimmung des alkoholvergiarbare) 
Zuckers in Sulfitablauge gegeben: 


Erforderliche Lésungen. 


Kupfersulfat 693g CuSO,-5 H,O/Liter 

Seignettesalz ...... 350 ¢ C,H,O,KNa-4H,O + 100g NaOH 
pro Liter 

Kaliumjodid 

Schwefelsiure etwa 250 g H,SO,/Liter (1 Teil konz. H,SO, + 6 Teil 
Wasser) 

Natriumthiosulfat.. n/10 

Starkelésung 


Vorbereitung der Probe. 


In einem 200-cem-Becherglas werden 100 cem Sulfitablauge unte! 
Durchleiten von Luft und Ersatz des verdampften Wassers 20 bis 30 Minuten 
gekocht. Danach wird in der Warme und unter fortgesetztem Durchliiften 
mit feinkérnigem CaCO, bis auf py 6 (kann z. B. mit Lyphanindikatorpapie: 
kontrolliert werden) neutralisiert. Die Lésung wird abgekiihlt und auf einer 
Nutsche abgesaugt, die Fallung sorgfaltig gewaschen und die Fliissigkeit 
mit Wasser auf | Liter aufgefiillt. 


Vorbereitung der Hefe. 

Aus einem Garbottich werden etwa 25g gut giirende Hefe abzentri 
fugiert odér auf einer Nutsche abgesaugt. Die Hefe wird dann wiederholte 
Male durch Suspendieren in Wasser und Absaugen auf der Nutsche sorgfaltig 
gewaschen, bis das Waschwasser Fehlingsche Lésung nicht mehr verandert. 
SchhieBlich wird die Hefe auf der Nutsche bis auf PreBhefekonsistenz 
abgesaugt. 


Ausfiihrung der Analyse. 


In einem 200-cem-Erlenmeyer-Kolben werden 10 cem Lésung 1, 10 cem 
Léosung 2, 10 ecm der Probe (verdiinnte, neutralisierte Ablauge) und 20 ccm 
dest. Wasser gemischt. Nach Zugabe einiger Kochsteine wird zum Sieden 
erhitzt bis zum Aufkochen sollen 3 Minuten vergehen — und die Mischung 
weitere 2 Minuten gekocht. Nach insgesamt 5 Minuten Erhitzung wird 
der Kolben rasch auf etwa 20 bis 25°C abgekiihlt. Nach Zusatz von 3¢ 
Kaliumjodid, gelést in 10cem Wasser, werden 10 cem Schwefelsiure 
(Lésung 4) zugegeben und das Ganze mit Natriumthiosulfat (Lésung 5) 
und Stirke als Indikator titriert. Der Titer der Kupfersulfatlésung wiid 
bestimmt, indem man statt der Probe 10 cem Wasser zusetzt und im iibrigen 
genau wie oben fiir die Probe angegeben verfahrt. 
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Hefe-Entzuckerung. 


In einem 100-cem-Zentrifugenglas oder einem anderen geeigneten 
GefaB werden 2,5 bis 5g auf der Nutsche abgesaugte und gewaschene 
Garbottichhefe in 50cem der neutralisierten, auf 1 Liter aufgefiillten 
Probe suspendiert. Das Gefai8 wird scdann unter Umriihren oder Schiitteln 
60 Minuten bei 30°C in einen Wasserthermostaten eingehingt. Danach 
wird abzentrifugiert und in der klaren Lésung die reduzierende Substanz 
wie oben beschrieben bestimmt. 


Berechnung. 

Zur Analyse von 10 cem der Probe wurden @ ccm n/1l0 Natriumthio- 
sulfat, zur Titerstellung der Kupfersulfatl(sung beem n,/10 Natrium- 
thiosulfat verbraucht. Die der reduzierenden Substanz entsprechende 
Menge Natriumthiosulfat (c) betragt dann c = b — a. Mit Hilfe der Tabelle 
von Schoorl (Die MaBanalyse von I. M. Kolthoff, zweite Autlage, 1931, 
S. 470) wird der Thiosulfatverbrauch in Mannose oder Glucose umgerechnet 
und als % Mannose oder % Glucose der urspriinglichen Probe angegeben. 
Die Berechnung der reduzierenden Substanz nach der Hefebehandlung 
wird auf dieselbe Art und Weise ausgefiihrt und als 94, Mannose oder %, Glu- 
cose angegeben. Die Differenz der reduzierenden Substanz vor und nach 
der Hefebehandlung entspricht dem in der Probe vorkommenden alkohol- 
vergarbaren Zucker. 

Beispiel. 

Reduzierende Substanz in 10 cem verdiinnter, neutralisierter Ablauge 
vor der Hefebehandlung, berechnet als Mannose 28,34 mg, entsprechend 
2,839, in der unverdiinnten Ablauge. Reduzierende Substanz in 10 cem 
verdiinnter, neutralisierter Ablauge nach der Hefebehandlung, berechnet 
als Mannose, 12,31 mg, entsprechend 1,23, in der unverdiinnten Ablauge. 

Von Hefe gebunden: 28,34 
12,31 
16,03 mg, berechnet als Mannose, 
d. h. 10 cem der verdiinnten Ablauge enthalten 16.03 mg alkoholvergarbaren 
Zucker, berechnet als Mannose, die unverdiinnte Ablauge folglich 1,60°,. 


Zusammenfassung, 


Im Rahmen einer Serie: ,, Uber die Anwendung von Mikroorganismen 
in der Zuckeranalyse’’ wird als IL. Mitteilung eine mikrobiologische 
Schnellmethode zur quantitativen Bestimmung von zu Alkohol ver- 
girbarem Zucker in Sulfitablauge beschrieben. Es handelt sich um ein 
..Entzuckerungsverfahren*’ unter Anwendung von Hefe aus Nulfit- 
varbottichen in verhaltnismaBig sehr hoher Konzentration. Diese Hefe 
vermag unter gewissen Umstanden (hohe Konzentration) zu Alkohol 
vergirbare Zucker in kurzer Zeit quantitativ aus ihren Losungen aut- 
zunehmen (,,Entzuckerung’'), wahrend andere reduzierende Substanzen 
unberiihrt bleiben. Die Differenz des Zuckergehaltes vor und nach des 


Hefebehandlung — bestimmt mittels einer Kupferreduktionsmet} ode 


entspricht dem zu Alkohol vergairbaren Zucker der Loésung. 
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Zunachst werden Versuche beschrieben, die den Verlauf der Ent 
zuckerung von wasserigen Lésungen verschiedener Zucker (Mannose 


Glucose, Fructose, Galaktose) dusch PreBhefe, an Galaktose gewéhnte 


PreBhefe und Sacch. fragilis zeigen. Die Zucker werden einzeln und 
in Mischung der Entzuckerungsmethode unterworfen. Die gleichen 
Versuche mit verschiedenen Zuckern werden sodann in ausgegorene! 
Sulfitablauge wiederholt, wobei véllige Ubereinstimmung mit den Ver 
suchen in wasseriger Lésung erhalten wird. 

Es werden einige Beispiele von untersuchten Sulfitablaugen an. 
gefiihrt, wobei die mittels der Entzuckerungsanalyse erhaltenen Werte 
mit Garungsanalysen verglichen werden. Die Werte zeigen gute Uberein- 
stimmung. SchlieBlich wird die Ausfiithrung der Analysenmethode 
beschrieben. 

Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 


Literatur, 
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Uber die Anwendung von Mikroorganismen 
in der Zuckeranalyse. 
Il. Mitteilung: 
Die Bestimmung des fiir die PreBhefefabrikation wertvollen Zuckers 
der Melasse. 
Von 
(ieorg Menzinsky. 

(Aus dem.Zentrallaboratorium der Svenska Jastfabriksaktiebolaget, Rotebro, 
und dem Wenner-Gren-Institut fiir Experimentelle Biologie der Universitat 
Steckholm.) 

(Eingegangen am 9, Dezember 1942.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Fiir die Bestimmung der Saccharose in den Melassen der Riiben- 
zuckerfabriken kennt man grundsatzlich fiinf Methoden: 

1. polarimetrische Analyse direkt oder nach Klarung der Melasse- 
losung mit Bleiessig, 

2. Bestimmung des Zuckers mittels einer Kupferreduktionsmethode 
nach Inversion mit Saure, 

3. polarimetrische Bestimmung der Saccharose nach Clerget vor 
und nach der Inversion mit Salzsaure, 

4. enzymatische Inversion mit anschlieBender polarimetrischer Be- 
stimmung nach Klarung der Melasselésung mit basisch essigsaurem 
Blei und Entbleiung des Filtrates mit Monoammoniumphosphat, 





5. Bestimmung des Zuckers durch Garung. 


Alle diese Methoden haben den Nachteil, daB sie nicht absolut 
spezifisch fiir den bei der PreBhefefabrikation verwertbaren Zucker 
der Melassen sind oder sie sind zu zeitraubend, um sich in der Praxis 
als Betriebsanalyse zu bewahren. So wirkt z. B. bei direkter polari- 
metrischer Analvse die Gegenwart von optisch aktiven Aminosauren, 
von Raffinose oder anderen optisch aktiven Substanzen stérend, wobei, 
da die meisten dieser Verbindungen rechtsdrehend sind, zu hohe 
Saccharosewerte entstehen. Um diese Fehlerquellen méglichst aus- 
zuschalten, werden die Eiweifstoffe gewohnlich vor der polarimetrischen 
Analyse mit basisch-essigsaurem Blei gefallt und anschlieBend das 
Blei mit Monoammoniumphosphat entfernt. Diese Entbleiung ist 
jedoch nicht unbedingt notwendig. AuBerdem ist sie nicht zuverlassig, 
da Raffinose oder andere das polarisierende Licht drehende ,,Nicht- 
zuckerstoffe*, die z. B. infolge Uberhitzung der Saccharose wahrend 
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der Fabrikation entstehen und die ebenfalls starke Rechisdrehung bx 

wirken, auf diese Weise nicht gefallt werden. Bei der Bestimmung de: 
Saccharose mittels einer Kupferreduktionsmethode werden bei ck 

vorangehenden Inversion der Melasseprobe mit Salzsdure ebenfal|: 
andere eventuell vorkommende Di- oder Polysaccharide in reduzierende 
Substanzen tibergefiihrt, wodurch ein zu hoher Saccharosegehalt vor 
getauscht wird. Dasselbe gilt fiir die Inversionsmethode mit an 
schlieBender polarimetrischer Bestimmung. Hier kénnen durch die Be 
handlung der Probe mit Salzséure bedeutende Veranderungen ce: 
optisch aktiven Begleitstoffe eintreten. Die enzymatische Inversions. 
methode, bei der an Stelle von Saure Saccharase verwendet wird, e1 
fordert Saccharase aus obergiriger Hefe (PreBhefe), da Saccharase 
aus untergariger Hefe (Bierhefe) die eventuell in Melasse vorkommende 
Raffinose vollstandig in ihre Komponenten, Glucose, Fructose und 
Galaktose spaltet. Saccharase aus PreBhefe hingegen zerlegt Raffinose 
in Fructose und Mellibiose. Auch in diesem Falle stéren andere optisc|: 
aktive Nichtzuckerstoffe; da ferner die Veranderung der optisclien 
Aktivitaét dieser Begleitstoffe durch Einwirkung der Enzyme niclit 
erfaBbar ist, so kann auch der enzymatischen Methode keine grébere 


Richtigkeit beigemessen werden. Was schlieBlich die Bestimmung de! 


Saccharose durch Garung betrifft, so ist dieses Verfahren erstens sehr 
zeitraubend und zweitens erhalt man aus dem nach der Garung der 


Probe erhaltenen Alkoholwert nicht den wirklichen Gehalt der Probe 
an zu Alkohol vergarbarem Zucker, sondern einen je nach den Garungs- 
bedingungen zu niedrigen Wert. 

H. Claassen (1) hat in einer Untersuchuny tiber ,,Die Bestimmung 
der Saccharose in den Melassen der Riibenzuckerfabriken*: eingehend 


den Einfluf der Begleitstoffe der Melasse auf die polarimetrische Analyse 
studiert. Er zeigt an Hand eingehender Analysen von Melasseschlempe 


der Dessauer Melasseentzuckerungsfabrik, da diese Schlempe ganz 
oder fast ganz frei von Saccharose ist und dab somit ihre optische 


Aktivitat auf Begleitstoffe, die z.B. infolge von Uberhitzung oder 


Kondensation der Saccharose entstanden sein k6énnen,  zuriick 
zufiihren ist. 

Durch Zusatz von Saccharese zu einer solchen Melasseschlempe 
konnte dann eine hinsichtlich ihrer Zusammensetzung der Ausyangs- 
melasse der Schlempe entsprechende Modellmelasse hergestellt werden 
deren wirklicher Saccharosegehalt genau bekannt ist. Claassen komt 
zu dem SchluB, daB sich die Methode von Herzfeld (2) unter Verwendune 
der Clerget-Formel zur Bestimmung der Saccharose in der Melasse an 
besten eignet. In einer friiheren Mitteilung aber die Anwendung ven 
Mikroorganismen in der Zuckeranalyse (3) wurde eine Methode zur Be 
stimmung von alkoholvergarbarem Zucker in Sulfitablauge beschrieben 
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Dieser Methode liegt die Beobachtung zugrunde, daB Hefe in verhaltnis- 
maBig starker Konzentration zuckerhaltigen Lésungen den direkt 
alkoholvergirbaren Zucker in sehr kurzer Zeit zu entziehen vermag, 
wahrend andere reduzierende, nicht zu Alkohol vergirbare Substanzen 
quantitativ zuriickbleiben (4). Dieser Vorgang wird im folgenden bis 
auf weiteres als ,,Entzuckerung*: bezeichnet. Was den Charakter der 
Entzuckerung anbelangt, so wird dariiber in spateren Arbeiten zu be- 
richten sein. Nach Bestimmung des Reduktionsweries der Lésung 

- berechnet z. B. als Glucose vor und nach der Behandlung mit 
Hefe ergibt sich der Gehalt an alkoholvergarharem Zucker als Differenz 
der Reduktionswerte. 

Bei der vorliegenden Untersuchung war nun beabsichtigt, auf ahn- 
liche Weise den in der Melasse enthaltenen, fiir die PreBhefefabrikation 
wertvollen Zucker zu bestimmen. Zu diesem Zwecke wurde der Zucker, 
nach Verdiinnung der Melasse im Verhaltnis | : 20, mittels Saecharase 
aus PreBhefe invertiert und die EiweiBstoffe mit Quecksilbersulfat 
nach Lundin und Ohlin (10) gefallt. Der QuecksilberiiberschuB warde 
sodann mittels Schwefelwasserstoff entfernt, das Quecksilbersulfid ab- 
filtriert und, nachdem der Uberschu8 an Schwefelwasserstoff durch 
Evakuieren beseitigt war, der Zucker mittels der Kupferreduktions- 
methode von Schoorl bestimmt. Die invertierte und von Eiweifstoffen 
befreite Melasseldsung wurde nun mit PreBhefe behandelt und schlieb- 
lich der Restzucker in ihr bestimmt. Nach Abzug des Wertes des mit 
der Enzymlésung zugefiihrten Zuckers ergab sich der Gehalt an fiir die 
PreBhefefabrikation wertvollem Zucker als Differenz der Zuckerwerte 
vor und nach der Behandlung mit Hefe. 

Vor der eingehenden Darstellung dieser Untersuchung seien einige 
Versuche geschildert, die den Verlauf der Entzuckerung einer wasserigen 
Lésung von Glucose und Fructose bei Behandlung der Lésung mit 
einer verhaltnismaBig hohen Hefegabe zeigen. Die Versuche wurden 
folgendermaBen ausgefithrt: In 250 cem einer wasserigen Lésung, die 
ungefahr 2g Glucose oder Fructose pro Liter enthielt, wurden 25 ¢ 
PreBhefe suspendiert, dann wurde mit Glasumriihrer versehen und in 
ein Thermostatbad bei 20° bzw. 30°C gehangt. Nach gewissen Zeiten 
wurden Proben entnommen, die Hefe abzentrifugiert und in der klaren 
Fliissigkeit der restliche Zucker nach der Kupferreduktionsmethode 
von Schoorl bestimmt. Es sei bemerkt, da8 unter den vorliegenden 
Versuchsbedingungen die Hefe weder einen Extraktstoff noch Wasser 
an die Lésung abgibt, so daB bei der Berechnung des Zuckergehaltes 
der Lésung keine besondere Korrektur fiir den Wassergehalt der PreB- 
hefe eingefiithrt zu werden braucht. 

Die folgenden Tabellen und Kurven zeigen den Verlauf der Ent- 
zuckerungsversuche. 

Biochemische Zeitschrift Band 314. 99 
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Tabelle I. Verlauf der Entzuckerung einer 
Eis tee 2 wiaisserigen Lésung von Glucose mit Prebhefe 
0,2 ¢ Glucose /100 cem, 5g PreBhefe/100 cem. 


























| 
{ 
| 
| 209C 30° C 
$ j Zeit Sa BAC D5 Tea ae pia * 
8% { in a es as tel 
8 Minuten mg Glucose ® Verschw. mg Glucose °% verschw 
Ni | pro 190 cem Glucose pro 100 cem Glucose 
S 
S 90 0 18,2 0 18,2 0 
Hy | B 12.3 32 6,6 64 
S$ 10 4,1 77,5 0 100 
a5 15 0 100 
| Tabelle Il. Verlauf der Entzuckerung einer 
_| wasserigen Lésung von Fructose mit PreBhefe. 
Go 9 0 6 0,2 g Fructose/100 cem, 5g PreBhefe/100 cem. 
Min. 
Abb. 1. 200 300 ¢ 
Zeit f Sa ae Se Mere 
ir is 
ater mg Fructose °% verschw. mg Fructose °% verschw. 
pro 10 cem Fructose pro 10 cem Glucos: 
0 18,4 0 21,7 0 
15 10,5 43 5,6 74 
20 - 3,5 84 
30 6,1 67 0 100 
45 3,8 79 
60 0.7 96 
75 0 100 
% - , . ; 
390 eel Die Versuche zeigen deutlich, dab 
ey 5 
100 a | ; 5 i ‘ 
| diese direkt vergarbaren Zucker von der 
Ss | Hefe irgendwie ,,erfaBt'' werden und in 
. wee | Ws : . 
Ss % | sehr kurzer Zeit quantitativ aus der 
X es . ° 7 e 
8 | | Lésung verschwinden. Die Ergebnisse 
Ty 
> ¥ P . ‘ ¥y 
N e | stehen in Ubereinstimmung mit Unter- 
“=e i Pee . x 
S | suchungen von Folin und Svedberg (5) 
S ‘geet ‘ rhe A 
8 | sowie von Somogyi (6), die auf ahnliche 
cad [ Weise Hefe zur Bestimmung von al- 
| koholvergarbarem Zucker in biologischen 
___| Fliissigkeiten wie Blut und Urin be. 
0 JO 60 7 Mn. 


nutzen. Bei Gegenwart von Substanzei, 
die die alkoholische Garung hemmen, 
d.h. die Enzymaktivitat herabsetzen, wie z.B. Phenol, Natrium- 
fluorid oder Quecksilbersalze, nimmt auch das_ ,,Entzuckerungs- 
vermégen der Hefe ab. Dies deutet Somogyi (7) so, daB die Ent 
zuckerung eine Reaktion zwischen Enzym und Substrat darstellt und 
nennt den Vorgang: ,,the first phase of enzym action’. Auf Grund der 
Reaktionsgeschwindigkeit nimmt Somogyi an, daB gewisse Enzyme de! 
Hefe sich in definitely organized system around the surface of the 


Abb. 2. 
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cells** befinden. Er vermutet, da dieser Umstand den Unterschied 
des Verlaufs der Garung durch lebende Hefe und der zellfreien Garuny 
bedingt. Raymond und Blanco (8) untersuchten wasserige Lésungen 
verschiedener Zuckerarten hinsichtlich ihres Verhaltens zu Hefe. Sie 
fanden was auch durch eigene Versuche bestatigt werden konnte 
daB Mannose, Fructose und Glucose leicht von PreBhefe aufgenommen 
werden, wahrend dies bei Lactose, Galaktose, Maltose, Xylose, Arabinose, 
Ribose und Dioxyaceton nicht der Fallist. Zur Bestimmung von Galak- 
tose in Blut und Urin verwenden Harding und Grant (9) an Galaktose 
adaptierte Fleischmann-Hefe. Die gleichen Verhaltnisse liegen bei der 
Bestimmung von Galaktose in wasseriger Loésung oder in Sulfitablauge 
vor, wie durch eigene Untersuchungen mit an Galaktose adaptierter 
PreBhefe gezeigt werden konnte (l. c.). 

Im folgenden sei zunadchst ein Modellversuch beschrieben, bei dem 
durch Zusatz einer genau bekannten Menge Saccharose zu im Ver- 
haltnis 1:20 verdiinnter ausgegirter Melasse eine ,,Modellmelasse*‘ 
hergestellt, die dann nach der angegebenen Methode analvysiert wird. 


Erforderliche Lésungen, 
Saccharaseldsung. 

500g PreBhefe werden mit 25ccm Athylacetat angeriihrt und, 
nachdem die Hefe plasmolysiert ist, mit 50 ccm Toluol iibergossen. 
Die Mischung wird in einen Thermostaten mit einer Temperatur von 
30° C gestellt und ab und zu umgeriihrt. Nach einigen Tagen werden 
etwa 50 ccm der plasmolysierten Hefesuspension mit 50 cem Wasser 
verdiinnt und die Hefe abzentrifugiert. 

Die klare Fliissigkeit — die Saccharaselésung — ist nun gebrauchs- 
fertig und mehrere Wochen haltbar. 


Ausfallen der Eiweifstoffe. 


Die EiweiBstoffe werden mit Quecksilbersulfat bei py 4 bis 7 
gefallt, wobei man fiir 100 mg Gesamtstickstoff ungefahr 2 bis 3g Hg 
verwendet. Ist der Niederschlag rein weiB, so deutet dies an, daB zu 
wenig Reagens zugesetzt wurde, ist er stark gelb, so ist unndétig viel 
Reagens vorhanden. Bei richtigem Reagenszusatz ist seine Farbe 
lichtgelb. 

Erforderliche Lésungen: 

1. Quecksilbersulfat. 250 g Quecksilbersulfat werden in kleinen Portionen 
unter Schiitteln in einen 1-Liter-MeS8kolben mit etwa 900 ccm 10°, ige1 
Schwefelsiure gegeben. Sobald alles Quecksilbersulfat gelést ist, wird mit 
10% iger Schwefelsaiure bis auf 1 Liter aufgefiillt. Nach Abfiltrieren kleiner 
Mengen unléslichen basischen Quecksilbersulfats und Quecksilberoxyds ist 
das Reagens fertig. 


22 
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2. Natronlauge. Man bereitet eine NaOQH-Loésung von einer solcher 
Konzentration (etwa 3,2 n), daB beim Mischen mit einer ungefahr gleiche: 
Menge Quecksilberreagens in Anwesenheit der zu fallenden Probe ein #,, 
von ungefahr 6 erhalten wird. 

Analyse. 

25 cem der ,,Modellmelasse*‘ mit 5,04° > Saccharose wurden durch 
Zusatz von 0.25cem n HCl auf py 4 bis 5 eingestellt, mit 10 cem 
Saccharaselésung versetzt und 2 Stunden bei 30°C im Thermostatbad 
invertiert. Darauf wurden die EiweiBstoffe durch Zugabe von 20 cem 
Quecksilbersulfatlésung und 20ccem Natronlauge unter Schiitteln 
vefallt (py 5 bis 6). Die Fallung wurde abzentrifugiert, einige Male 
vewaschen, das Waschwasser mit dem klaren Filtrat vereinigt und das 
Ganze auf 250 cem aufgefiillt. Der UberschuB an Quecksilber wurde 
durch etwa 15 Minuten langes Einleiten von Schwefelwasserstoff als 
HgS gefallt und abfiltriert. 100 cem des klaren Filtrates wurden in 
einem 300-cem-Kolben im Vakuum und unter Durchleiten eines 
schwachen Luftstromes 30 Minuten lang bei etwa 40° erwairmt und 
darauf in einen 100-cem-MeBkolben tibergefiihrt. Der Evakuierungs- 
kolben wurde nachgespiilt, das Waschwasser zu der Probe gegeben 
und diese nach Abkiihlen auf genau 100 ccm aufgefiillt. In dieser 
Lésung wurde sodann die reduzierende Substanz mittels der Kupfer- 
reduktionsmethode von Schoorl bestimmt und als Invertzucker be- 
rechnet. Dabei ergab sich ein Gehalt von 57,37 mg — als Invertzucker 
berechnet auf 10cem Lésung. Nun wurden 5g PreBhefe in einem 
100-cem-Zentrifugenglas in 50 cem der Probe suspendiert, ein Glas- 
umriihrer eingebracht und das Ganze in ein Thermostatbad von 30° ( 
gehingt. Nach 60 Minuten wurde die Mischung zentrifugiert und in 
der klaren Loésung die restliche reduzierende Substanz — wie oben be- 
schrieben nach Schoorl bestimmt. Im vorliegenden Falle enthielt 
die Lésung keine reduzierende Substanz mehr, d. h. die Hefe hatte die 
gesamte zuvor vorhandene reduzierende Substanz gebunden. 

Die zur Melasse zugesetzte Saccharaselésung enthalt eine gewisse 
Menge von alkoholvergérbarem Zucker. Diese hat man bei der Analyse 
der Melasseprobe von dem erhaltenen Zuckerwert abzuziehen. Man 
bestimmt sie auf genau dieselbe Weise wie bei der Melasseprobe; statt 
25ccm Melasse setzt man jedoch in diesem Falle 25 ccm Wasser zu. 
10cem Enzymlésung wurden also mit Quecksilbersulfat und Natron- 
lauge gefallt, wobei die Menge des erforderlichen Reagens entsprechend 
der durch Wasser ersetzten Melasseprobe geringer ist als bei der oben 
beschriebenen Analyse. Nach Abzentrifugieren und Auswaschen des 
Niederschlages wurden Lésung nebst Waschwasser auf 250 ccm auf- 
gefiillt, mit Schwefelwasserstoff gefallt, wieder filtriert und 100 ccm, wie 
fiir die Melasseprobe beschrieben, evakuiert. In der klaren Lésung wurde 
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nun — vor und nach der Behandlung mit Hefe (5 g auf 50 cem) — die 
reduzierende Substanz bestimmt und diese wie oben als Invertzucker 
berechnet. Die Differenz der Zuckermenge vor und nach der Hefe- 
behandlung entspricht der durch Zusatz von 10 cem Enzymlésung 
zugefiihrten Menge alkoholvergirbaren Zuckers. Diese betrug 7,52 mg 

als Invertzucker berechnet auf l0e¢em Lésung. Nach Abzug 
dieses Betrags von dem Zuckerwert der Melasseprobe 57,37 — 7,52 
= 49,85 erhalt man den wirklichen Gehalt an zu Alkohol vergairbarem 
Zucker in 10 ccm der Melasseprobe. Umgerechnet auf die Gesamt- 
menge der urspriinglichen Modellmelasse ergibt sich ein Wert von 
4,98 % Saccharose. Wie ersichtlich, stimmt dieser gut mit dem zu- 


gesetzten Gewicht 5,04% iiberein. 


Zur Kontrolle dieser ,, Hefeentzuckerungs‘*-Methode wurden L00cem 
der gleichen Modellmelasse durch Zusatz von 1 cem n HCl auf py 4 bis 5 
eingestellt, durch kurzes Aufkochen sterilisiert und sodann vergoren 
Der gebildete Alkohol wurde abdestilliert, pyknometrisch bestimmt 
und in Zucker umgerechnet. Da der auf diese Weise erhaltene Zucker- 
wert jedoch nicht mit dem wirklichen Gehalt der Melasse an zu Alkohol 
vergarbarem Zucker tibereinstimmt, so mu durch eine Parallelgirung 
mit einer bekannten Zuckermenge der Ausbeutefaktor bestimmt werden, 
der fiir die Garung von z. B. Saccharose unter den vorliegenden Bedin- 
gungen maBgebend ist. Die prozentuale Alkoholausbeute der vergorenen 
Saccharose dient als Grundlage zur Berechnung des Zuckergehalts der 
eigentlichen Probe. Um gewisse Fehlerméglichkeiten bei der Ermittlung 
des Ausbeutefaktors tunlichst zu vermeiden, wurde diese Paralle}- 
garung nach Zusatz einer bestimmten Saccharosemenge in der gleichen 
Modellmelasse durchgefiihrt. Arbeiten von u. a. Meyerhof und Schulz (11) 
haben namlich gezeigt, daB die Alkoholausbeute bei Vergairung von 
Zuckerlésungen in hohem Grade von den Begleitsubstanzen abhangig ist. 

Im vorliegenden Falle ergab die Vergarung von 100 eem der Modell- 
melasse 2,31 g Alkohol. Bei der Parallelgirung mit Zusatz von 3.427 g 
Saccharose wurden 3,90 ¢ Alkohol erhalten. Der Zusatz von 3,427 ¥ 


Saccharose bewirkte also eine Steigerung der Alkoholausbeute um 


1,59 
159¢. Der Ausbeutefaktor betrug folglich 0.464, d.h. lg 


3,427 
Saccharose ergab 0,464 g Alkohol. Bei der Garung der Probe wurden 
9« 
2,31 g Alkohol erhalten. Diese Menge entsprach somit conn” 0.498 ¢ 
£0 


alkoholvergirbarem Zucker. Auf die Gesamtmenge der Modellmelasse 
umgerechnet, ergab sich ein Wert von 4,98° Saccharose. Wie er- 
sichtlich, stimmt der Wert gut mit dem mittels der Hefeentzuckerungs- 
methode gefundenen iiberein. Mehrere Vergarungen von Modell. 
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melassen mit verschiedenen Mengen zugesetzter Saccharose ergaben, 
wie die folgende Tabelle LI] zeigt, da der Ausbeutefaktor bei Vergarung 


von Melasse des untersuchten Typs zwischen 0,46 und 0,47 liegt. 


Tabelle III. 





Ausbeutefaktor, ; Ausbeutefaktor 

Zugesetzte Gefundener | d.h. erhaltene Zugesetzte Gefundener | d.h. erhaltene 

Saccharose Alkohol | Menge Alkohol Saccharose | Alkohol Menge Alkohol 
g/l00cem g10d0cem | ing prog g 100 ecm g/100 cem | in g prog 
Melasse Melasse | zugesetzter Melasse Melasse zugesetzter 


Saccharose Saccharose 





2.5503 1,19 0,467 7,5344 3,47 | 0,461 
4,4260 2,07 0,467 8,412 3,90 | 0,464 
5,1154 2,37 0,463 8,788 4,08 | 0,466 
5,5452 257 | 0,463 | 


Im folgenden wurde der Gehalt an zu Alkohol vergirbarem Zucker 
verschiedener Melassen mittels der Hefeentzuckerungsmethode und 
zur Kontrolle mittels der angefiihrten Garungsmethode bestimmt. 
Die Resultate sind in der folgenden Tabelle IV zusammengestellt. Zum 
Vergleich ist auch der Wert der polarimetrischen Bestimmung an- 
gefiihrt, die auf iibliche Weise nach Behandlung der Melasse mit basi- 
schem Bleiacetat, mit Hilfe des Ventzke-Polarimeters ausgefiihrt wurde. 


Tabelle IV. 





Bezeichnung der Alkobolvergiirbarer Zucker in % bestimmt durch 
Proben entsprechend | - ORAS aies ed : 
den Versuchs- Polarimetrische We Hefeentzuckerungs- 
protokollen Methode Garung methode 
MeS 32 50,2 49,5 | 49,4 
MeS 33 49,2 46,3 | 46,1 
MeS 34 47,4 46,0 | 46,2 
MeS 35 49,2 46,7 | 46,9 
MeS 36 49,2 46,8 46,4 
MeS 37 47,4 46,0 46,2 
MeS 38 49,2 48,9 48,9 
MeS 42 47,8 46,6 | 46,6 
MeS 43 48,4 | 46,6 | 46,7 
MeS 58 47,0 44,1 | 44,0 
MeS 60 48,8 43,8 | 43,8 


Aus der Tabelle geht deutlich hervor, da8 bei der Bestimmung des 
fiir die PreBhefefabrikation wertvollen Zuckers, d.h. des zu Alkohol 
vergirbaren Zuckers, nach dem Hefeentzuckerungsverfahren der er- 
haltene Wert in guter Ubereinstimmung mit dem durch Vergarung der 
Melasse ermittelten Werte steht, wahrend die polarimetrische Be- 
stimmung stets zu hohe Werte liefert. Zur richtigen Beurteilung der 
Melasse hinsichtlich ihres fiir die PreBhefefabrikation wertvollen Zuckets 
diirfte somit die Bestimmung mittels der Hefeentzuckerungsmethode 
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der polarimetrischen Bestimmung und somit auch den iibrigen, in der 
Einleitung erwaihnten Methoden vorzuziehen sein. 

AbschlieBend wird im folgenden eine Beschreibung zur Ausfiihrung 
der Hefeentzuckerungsmethode gegeben. 


Beschreibung der Analyse. 


10 g der zu untersuchenden Melasse werden mit gewéhnlichem Leitungs- 
wasser auf 200 cem verdiinnt. 25¢cem der verdiinnten Melasse werden 
durch Zugabe von 1n HCI auf py 5 bis 5,5 eingestellt und nach Zugabe 
von 10 cem Saccharasel6sung in einem Thermostaten bei 36°C 2 Stunden 
lang invertiert. Hierauf werden die EiweifSstoffe mit Quecksilbersultat 
und Natronlauge gefallt, der Niederschlag abzentrifugiert und einige Male 
mit Wasser gut gewaschen. Die mit dem Waschwasser vereinigte abzentri- 
fugierte Losung wird auf 250 cem aufgefiillt. Sodann wird 15 Minuten lang 
Schwefelwasserstoff eingeleitet. Nach Abfiltrieren des Quecksilbersulfids 
werden 100 cem der Probe in einem Erlenmeyer-Kolben 30 Minuten lang 
im Vakuum und unter Durchleiten von Luft gelinde erwarmt und nach 
Abkiihlen und Auswaschen des Kolbens wieder auf 100 cem aufgefiillt. 
In dieser Lésung wird mittels der Kupferreduktionsmethode von Schoorl 
die reduzierende Substanz bestimmt und als Invertzucker berechnet, 
wobei im vorliegenden Falle ein Wert von 59,79 mg erhalten wurde, In 
50cem der Lésung werden nun in einem 100-cem-Zentrifugenglas 5g 
PreBhefe suspendiert und unter Umriihren oder Schiitteln in ei Thermo- 
statenbad von 30°C gehingt. Nach 60 Minuten wird zentrifugiert und in 
der klaren Fliissigkeit die restliche reduzierende Substanz wie oben nach 
Schoorl bestimmt und als Invertzucker berechnet. Dabei ergab sich im 
oben angefiihrten Fall ein Wert von 1,60 mg Invertzucker. Die Differenz 
der Zuckerwerte vor und nach der Hefebehandlung 59,79 1,60 58,19 mg 
entspricht dem von der Hefe aufgenommenen alkoholvergarbaren Zucker. 
Nach Abzug des Zuckergehalts der Saccharaselésung, der auf genau dieselbe 


Weise bestimmt wird und hier z. B. 11.71 0.19 11,52 mg betrug, 
ergibt sich somit fiir den Gehalt an fiir die PreBhetfefabrikation wertvollem, 
zu Alkohol vergarbarem Zucker der Wert 58,19 11,52 46,67 mg. 


Berechnet auf die urspriingliche Melasseprobe entspricht dies dann 46,67%. 


Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 
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Eine einfache Apparatur 
fiir priiparative Elektrophorese. 
Von 
L. Hahn und A. Tiselius. 
(Aus dem Physikalisch-Chemischen Institut der Universitat Upsala.) 
(Eingegangen am 30, Dezember 1942.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Dab die elektrophoretische Wanderung der Kolloide zur Frak- 
tionierung hochmolekularer Gemische verwertet werden kann, wurde 
von Botho Schwerin bereits vor 30 Jahren erkannt. Um Gelatine von 
Eiweif und anderen Verunreinigungen zu befreien, bedientte er sich 
folgender einfachen Apparatur: Ein aus vier Segmenten bestehender 
Glas- oder Porzellantrog wird durch drei Diaphragmen, von welchen 
das mittlere fiir Gelatine durchlassig, die beiden anderen undurchlassig 
sind, in vier Kammern geteilt. Die Elektroden tauchen in die End- 
kammern ein. In der anodischen Mittelkammer wird die zu reinigende 
Gelatine angebracht, wahrend die kathodische Mittelkammer mit Wasser 
gefiillt wird. Bei Stromdurchgang sammeln sich die Gelatineteilchen 
in der kathodischen Mittelkammer, wahrend ein GroBteil der Ver- 
unreinigungen in der anodischen Kammer zuriickbleibt (1). 

Seit den grundlegenden Untersuchungen von Botho Schwerin 
wurde eine Reihe von Apparaturen fiir praparative Elektrophorese 
konstruiert, Bei Apparaten, welche hauptsachlich fiir die Messung 
elektrophoretischer Wanderungsgeschwindigkeiten konstruiert wurden, 
namentlich bei den Apparaten von T'heorell und Tiselius, ist die Ver- 
wendung von Membranen ausgeschlossen. Diese Apparate kénnen 
natiirlich oft mit Erfolg zur Trennung von kleineren Mengen von Ge- 
mischen benutzt werden dabei bietet die Konstruktion von T'iselius 
den Vorteil, daB der Trennungsvorgang durch optische Beobachtung 
der Wanderung kontrolliert werden kann. Das Arbeiten mit etwas 
gréBeren Mengen erméglichen die nach ahnlichem Prinzip gebauten 
praparativen Apparate von Tiselius (2) und von Svensson (3), welche 
ebenfalls keine Membranen enthalten. Diese Apparate sind ja fiir 
manche Zwecke ausreichend, werden aber beim Aufarbeiten gréBerer 
Mengen unbequem. Bei langdauernden Versuchen werden die Lésungen 
als Folge der unbegrenzten Wanderung der Teilchen allmahlich ver- 
diinnt, wodureh die Stabilitat der Lésungsséulen gest6ért werden kann. 
In Membranapparaten sallte man dagegen die Trennung beliebig lange 


fortsetzen kénnen, ohne da8 derartige Schwierigkeiten auftreten: die 
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Wanderung der kolloidalen Substanzen wird ja durch die Membranen 
begrenzt und die hydrostatische Stabilitét ist hier ohne Belang. Es 
schien deshalb von Interesse zu sein, die Verwendbarkeit der Membran- 
apparate erneut zu untersuchen. 

Der grofe Vorteil der urspriinglichen Schwerinschen Anordnung 
liegt in ihrer Einfachheit. Der Grund, warum diese Type keine all- 
vemeine Verwendung fand und nur in einzelnen Fallen zu Separations- 
zwecken herangezogen wurde, ist vor allem darin zu suchen, daB es bei 
Anwendung dieser Type schwierig ist, das py wabrend der Elektro- 
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Abb. 1. 





phorese auf dem gewiinschten Wert konstantzuhalten. Zwar ist es 
in manchen Fallen méglich, auch ohne py-Regulierung zu arbeiten, 
nimlich, wenn die anwesenden Ampholyte selbst das py bestimmen: 
hierbei kann man oft ziemlich scharfe Trennungen in einem einfachen 
Membranapparat erhalten (4), (5). Die Gegenwart auch von kleinen 
Mengen Elektrolyten scheinen aber derartige Trennungen sehr zu stéren, 
und in den meisten Fallen kann das Vorhandensein kleinerer oder 
groBerer Elektrolytmengen nicht vermieden werden. Eine allgemein 
verwendbare Anordnung mu deshalb geniigende Méglichkeiten zur 
pu-Regulierung bieten. Ein wohldefiniertes py ist insbesondere dann 
notwendig, wenn Ampholyte mit wenig verschiedenen isoelektrischen 
Punkten getrennt werden sollen, und dasselbe gilt, wenn man mit 
Substanzen arbeitet, welche nur in einem gewissen py-Bereich be- 
standig sind. 

Die Verwendung von gepufferten Lésungen in Membranapparaten 
wurde namentlich von Theorell (6) und von Cohn, Irwing und du Vig- 
neaud (7) beschrieben. Im folgenden wird iiber eine A4hnliche Anordnung 
von einfacher Konstruktion berichtet, welche mit einigen Verbesserungen 
versehen wurde, die sich als niitzlich erwiesen haben. 

Der aus Abb. 1, Figur links, ersichtliche Apparat besteht aus den 
beiden Endzellen a@ und ¢ aus Plexiglas, in welche die Platinelektroden 
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eintauchen (siehe rechte Figur, Abb. 1), und den dazwischen an- 
vebrachten U-férmigen Teilen 6, ¢ und d. Diese werden wiederum dure}; 
die Scheidewande A, B, C, D voneinander und von den Endzellen 
getrennt. Dadurch werden beim Zusammenpressen der Teile durch die 
Schrauben S fiinf Kammern gebildet. Die Kammern ¢ und d werden 
mit der zu fraktionierenden Lésung gefiillt, die Kammern «a, } und ; 
mit Pufferlésung. Die U-férmigen Segmente weisen die Dimensionen 
10.5 « 7,0 * 1.5¢em auf. Die Dicke betragt 0.7 oder 10 em. Je nach 
dem Volumen der zu untersuchenden Lésung kénnen die Zellen ¢ und ( 
aus ein, zwei oder mehreren solchen U-férmigen Segmenten zusammen. 
ru gesetzt werden oder es kénnen auch solche 
ets von geringerer Dicke Verwendung finden. 
‘i Die Scheidewande A, B, C und D be. 
stehen aus je zwei 2 mm dicken Plexiglas- 
platten, welche in der unteren Halfte mit 
Bohrungen zu 0,5, 1,8, 4,8 oder 20 qem 
versehen sind. Zwischen den beiden Plexi- 
glasplatten wird die Membran eingespannt. 
——|}2-= Die Membran C besteht immer aus Filtrier- 
E tt papier, wahrend die Membranen A, 2 
| und D fiir hochmolekulare Stoffe undurch- 
= y lassig sind. Auf die Méglichkeit verschie- 
|-——- dener Abschirmung der einzelnen Mem.- 
branen wollen wir spater zuriickkommen. 











\ Die beiden Endzellen enthalten je eine 

{| Zuleitung P, und einen Auslanf P., durch 

iis ik welche ein konstanter Strom von Puffer- 

lésungen diese Zellen durchstrémt. Ein 

konstanter ZufluB der Puffer aus den 15 Liter-Behaltern wird durch 

die in Abb. 2 gezeigte Anordnung erreicht. K ist eine Glaskapillare 

und T ein Tropfenzahler. Die Platinelektroden werden mit einer Strom- 

quelle von 220 Volt verbunden. Mit Hilfe eines Potentiometers kann die 
Spannung zwischen den Elektroden beliebig variiert werden. 

Abb. 3 zeigt den im Thermostaten angebrachten Apparat. Mittels 
der Glasstabchen R (je nach Wahl des Zellvolumens ein oder mehrere 
pro Zelle), welche sich mit Hilfe eines bei .W angeschlossenen Motors 
horizontal hin und her bewegen, wird fiir konstante Mischung des 
Inhalts der einzelnen Kammern gesorgt. Der Thermostat kann je nach 
der Temperaturempfindlichkeit der zu untersuchenden Lésung entweder 
mit Leitungswasser durchstrémt oder mit Fiswasser gefiillt werden. 
Im letzteren Falle wird das Eis im Raume H angebracht. Nach be- 
endetem Versuch wird durch Saugen bei F der Inhalt der Mittelzellen 
gleichzeitig und fast momentan in die beiden Gefabe G, welche ebenfalls 
in das Kiihlwasser eintauchen, tibergefiihrt. 
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Um die Trennung oder Reinigung hochmolekularer Stoffe mit Erfolg 
durchfithren zu kénnen, miissen gewisse Bedingungen erfiillt sein, 
namlich 

1. es muB die Méglichkeit bestehen, ein bestimmtes py in den 
Mittelkammern einzustellen und das py von Versuch zu Versuch nach 
Bedarf zu variieren, 

2. das pu in den Kammern muf wahrend der Elektrophorese 
konstant sein und 

3. diirfen keine gréBeren Potentialspriinge innerhalb und zwischen 
den Kammern, in welchen die Separation vor sich geht, auftreten. 





Abb. 3 


Die ersten zwei Bedingungen werden dadurch erfiillt, dab man 
Pufferlésungen mit konstanter Geschwindigkeit durch die die Elektroden 
enthaltenden Zellen durchstrémen laBt. Es wird auf diese Weise ver- 
mieden, daB extreme Wasserstoffionenkonzentrationen im Apparat auf- 
treten, und gleichzeitig kann durch Wahl bestimmter Puffer fiir jeden 
Versuch das giinstigste py eingestellt werden. Wird ein Uberschu8 an 
Puffer den Elektrodenzellen zugefiihrt, so tritt bei Stromdurchgang nach 
einiger Zeit ein Gleichgewichtszustand ein, wobei die an den Elektroden 
gebildete Saure und Base jeweils vom Puffer ,neutralisiert’’ wird 
Ein PufferiiberschuB in den Elektrodenzellen kann entweder durch 
schnellen ZufluB von stark verdiinntem Puffer oder durch entsprechend 
langsamere Zufuhr von weniger verdiinntem Puffer erreicht werden. 
Die erste Alternative ist unbedingt vorzuziehen, da dabei die Leit- 
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fahigkeit der Lésung auf tiefem Niveau gehalten wird und daher héhere 


Spannung angelegt werden kann. Die Pufferlésungen diirfen anderer 
seits nicht zu sehr verdiinnt sein, da fiir die Aufrechterhaltung des ge 
wiinschten pu-Wertes, insbesondere bei Anwesenheit gréBerer Menger 
von Kolloiden, eine gewisse lonenkonzentration notwendig ist. Acetat- 
Phosphat- und Boratpuffer mit einer Ionenstarke von 0,01 oder 0,02 be: 
einem ZufluB von 400 cem pro Stunde haben sich bewahrt. In den 
meisten Fallen ist die Anwendung eines etwas mehr alkalischen Puffers 
an der Anodenseite von Vorteil (vgl. Tabellen I bis LV). 

Die Verteilung des Potentialgefalles innerhalb des Apparates wird 
von der Beschaffenheit der verwendeten Membranen bestimmt. Je gréBer 
der Potentialsprung ist, welcher an einer Membran auftritt, desto groBer 
wird der Unterschied in der Wasserstoffionenkonzentration an beiden 
Seiten derselben. -GroBe py-Spriinge zwischen bzw. innerhalb der Mitte! 
kammern sind aber unzulassig. Dies gilt insbesondere fiir den Fall, 
daB Substanzen mit nahe beieinanderliegenden isoelektrischen Punkten 
zu trennen sind. Nehmen wir als Beispiel an, daB die beiden Separations. 
zellen bei Stromdurchgang ein py von 5,0 bzw. 6,0 aufweisen. Ent- 
halt nun die zu fraktionierende Lésung Komponenten, deren iso- 
elektrischer Punkt zwischen 5,0 und 6,0 liegt, so werden diese von beiden 
Seiten gegen die Membran wandern und sich an dieser ansammeln. 
eventuell dort ausfallen oder durch lokale Erwarmung zerstért werden. 
Es miissen also Membranen solcher Beschaffenheit gewahlt bzw. ver- 
schiedene Membranen in solcher Weise kombiniert werden, daB dadurch 
eine gleichmaBige Verteilung des py innerhalb der Mittelzellen zustande 
kommt. Die Schwierigkeit liegt nun darin, daB das Potentialgefalle 
sich immer an irgendeiner der Membranen — sehr oft gerade an der 
mittleren — lokalisiert. Es ist ohne weiteres einzusehen, daB der 
Potentialsprung dort auftritt, wo dem Strom der gréBte Widerstand 
geleistet wird. In einem symmetrisch gebauten Vier- oder Mehrzellen- 
apparat ist das mittlere Diaphragma die Stelle der niedrigsten lonen- 
konzentration und daher des gréBten Potentialgefalles. Ein steiles 
Potentialgefalle an der mittleren Membran ist aber unerwiinscht, wie 
oben erértert. Durch folgenden einfachen Kunstgriff kann diese Stérung 
beseitigt werden: Wir unterteilen dasjenige Diaphragma, welches den 
Anodenraum von dem Mittelraum trennt, in zwei Membranen (A und £ 
in Abb. 1) mit einem dazwischengeschalteten Raum (4). Die aubere 
dieser beiden Membranen A wird so gewahlt, daB sie dem Strom einen 
bedeutend gréBeren Widerstand leistet als die mittlere Membran (C 
Der Potentialsprung wird also bei A entstehen, wahrend sich das px in 
den Mittelkammern einigermafen gleichmaBig verteilen wird. Die 
zweite anodische Membran B trennt die Kolloide, welche sich in den 
Kammern ¢ und @ befinden, von der Membran A, an welcher eventuel! 
lokale Erwarmung oder andere Stérungen auftreten kénnen. 











Die 
werden, 
positiv g 
schlieBlic 
phan od 
blendet 
Blenden 
tentials 
beim Ar 
Membrat 
geht her 
wendung 
Pufferlés 
sich mel 
bei pu 5 
Tabelle | 
wurde al 
einzelnet 
getausch 
gelocker 


Membrar 
20 qem ( 





Art 


Borat 
Phosphat 


Acetat .. 


. 


Memb: 





Art 


Borat 
Phosphat 


Acetat .. 


” 














Eine einfache Apparatur fiir praparative Elektrophorese. 341 


Die Lokalisierung des Potentialgefalles bei 4 kann dadurch erreicht 
werden, da man fiir diese Membran ein wenig permeables oder stark 
positiv geladenes Material wahlt. Viel besser aber verwendet man aus- 
schlieBlich sehr durchlassige, méglichst indifferente Membranen (Kupro- 
phan oder echtes Pergament fiir A, Bund JD, Filtrierpapier fiir C) und 
blendet die Membran A stark ab. Durch Verwendung verschiedener 
Blenden fiir die einzelnen Diaphragmen kann die Verteilung des Po- 
tentials innerhalb des Apparates leicht beherrscht werden. So ist z. B. 
beim Arbeiten in saurer Lésung von Vorteil, auch die kathodische 
Membran JD ziemlich stark abzublenden. Aus den Tabellen I bis IV 
veht hervor, welche pxu-Werte man in den Separationszellen bei Ver- 
wendung verschiedener Membrankombinationen und verschiedener 
Pufferlésungen erhalt. Die einzelnen Membrankombinationen eignen 
sich mehr oder weniger fiir verschiedene py-Bereiche. So wurden z. B. 
bei px 5,0 bis 5,5 die besten Ergebnisse mit der Kombination der 
Tabelle II, bei pu 3,8 bis 5,0 mit jener der Tabelle [II erhalten. Es 
wurde also in der oben beschriebenen Anordnung dafiir gesorgt, daB die 
einzelnen Scheidewande rasch und leicht von Versuch zu Versuch aus- 
getauscht werden kénnen. Es werden hierzu nur die Schrauben S 
gelockert und die Riihranordnung in die Héhe geschoben, wobei der 


Tabelle I. 
Membranen: Kuprophan 1,8 qem (A), Pergament 20 qem (B), Filtrierpapier 
20 qem (@), Kuprophan 20 qem (D), Ionenstirke der Puffer 0,02, Strom- 
stairke 0,02 Amp. 





Pu des zufliebenden Putters pi im Separationsraum 
Art des Puffers . 


Anodenraum Kathodenraum Kammer ¢ Kammer d 
NE itity rw ib'y gale be 9,40 9.00 9,13 8,99 
PRGAPNAGs 2.0 ies nico 6,77 6,45 7,63 7.64 
Se >. yee st ais Bact. 6,12 5,78 6,89 6,87 
ae ee rae oe ae 6,12 5,10 6,44 6,56 
PI kiisie Boel eee beds 5,63 5,02 5,40 5,75 
> ay Rae RE ak oh te Fee 5,32 4.94 5.25 5.60 
Aah Pak hy peak Ge 4.45 4,45 1.83 $59 


Tabelle IT. 
Membranen: Kuprophan 0,5 qem (A), sonst wie in Tabelle T. lonen- 
starke 0,02, Stromstarke 0,02 Amp. 








Pa des zufliebenden Putfers pu im Separationsraum 
Art des Puffers Sg S's. . =e 
Anodenraum Kathodenraum Kammer ¢ Kammer d 
ES ov eccereede.s 9,00 9,00 8,42 8,78 
Phoaphat:....... 5.0: 6,77 7,45 7.48 7,60 
et aks thie ee kinins 5,69 5,69 6,66 6.37 
i Seer ere er 5,32 5.09 5,34 5,36 


PN wras Ved ae Ke wee 4,06 4,45 4,46 115 
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Tabelle III. seité 
Membranen: Kuprophan 1,8 qem (4 und J)), Pergament oder Kuproph: {.Sfac 
20 gem (£8), Filtrierpapier 20 qem (C). Ionenstarke 0,01, Stromstark H 
0,02 Amp. Frakti 
; gerein 
pu des zufliehenden Putters pu im Separationsraum vom ¢ 
Art des Puffers BLN SER ‘“ ™ ee ae eta ; ‘ 

Anodenreum Kathodenraum Kammer ¢ Kammer ¢/ ‘ fernen 
Mit H 
ep ere 7,45 7,08 7,06 6,86 (3 ame 
99 eee ee ee ee 7,08 6,77 6.82 6.67 putter 
ie ag Bnd Re ae 6,45 6,12 6.52 6.63 auf 5.0 
Agee |. eSB . 5,02 4,63 5,06 5,35 TE% 
acct adar toe a bls 4,45 4.45 4,82 5,00 nach & 

eee 4,00 4,00 4.65 4.63 f 

3,84 3,84 4,35 4,28 4 

Panes ati, 3,65 3,69 3,88 3,92 : 
E 
Tabelle IV. emits 
be raed Elektt 
Membranen: Pergamentpapier 1,8 qem (4), sonst wie im Tabelle I. Toner U 


starke des Puffers 0,01, Stromstarke 0,03 Amp. 





kamm 
pu des zuflieBenden Pufters Py im Separationsraum fiir st: 
Art des Puffers foo a a EE Ie OER RR | MEER Oe Aa eee eee ; 
Anodenraum Kathodenraum Kammer ¢ Kammer ¢ 5 D 
memb 


EP URCESIIN 0c ial sa yeas 7,08 6,77 6,56 6,81 

MIN oa vadgnaayns 5,63 5,02 6,10 6,21 bran a 
Regie pees oe 5,32 4,94 5,15 5,84 pu-Dif 
Bosssieatoedcontalbr sales 5,15 4,78 5,00 5,47 | 
aging 5,02 4.63 4,82 4,92 Memb 
reas eooeeens 4,63 4,45 4,54 444 A 
er eT ee 4.45 4,45 4,50 4,33 trieru! 

Apparat nicht aus dem Thermostaten entfernt zu werden braucht Di 


SchlieBlich soll noch darauf hingewiesen werden, dab die Anwesenheit finan. 


von Ampholyten in gréBerer Konzentration das py in den Zellen be- 
sonders bei Verwendung stark verdiinnter Puffer etwas beeinflussen may 1) 

Als Beispiel der Anwendbarkeit der Apparatur sollen hier einige RRORS 
, os r . . ° . Kolloic 
Versuche iiber Konzentrierung von Pepsin und Hodenmucinase Er- sh ian 
wahnung finden. Proc, § 





Zunachst wurde 0,5 g Parke-Davis-Pepsin 1: 3000 der Elektrophorese Tidskri 
unterworfen, Folgende Membranen wurden verwendet: Kuprophan 1,8 qcem — 
ned 


(A), 20 qem (B), und 1,8 qem (D) sowie Filtrierpapier 4,8 qem (C). Al- 
Puffer kam beiderseits Acetat, px 3,65 (Ionenstarke 0,02), zur Anwendung. 
Das px in den Mittelkammern betrug 3,75 (+) und 3,85 (—). Nach 12 Stun 
den (0,025 Amp.) wurde die Pepsinaktivitét in den Mittelzellen nac! 
B. Andersen (8) bestimmt. Nach 12 Stunden enthielt die anodische Mitte! 
kammer 6,49 des Stickstoffs und 60% der Aktivitat der urspriinglichen 
Lésung. In 12 Stunden wurde also eine 9,4fache Konzentrierung des 
Pepsins erreicht. 

Derselbe Versuch wurde mit 0,5 g Parke-Davis-Pepsin 1: 10000 wiede: 
holt. Nach 14 Stunden (0,03 Amp.) enthielt die Mittelzelle der Anoden 


Carlsbe 
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seite 16,6% des Stickstoffs und 80%, der Aktivitat, entsprechend einer 
{,.8fachen Konzentrierung. 

Hodenmucinase wurde durch Fallung mit 0,1 mol. Essigséure und 
Fraktionierung mit Ammoniumsulfat konzentriert. Dem auf diese Weise 
gereinigten Enzym ist eine Verunreinigung mit einem isoelektrischen Punkt 
vom pu etwa 4,8 beigemengt, welche auf chemischem Wege schwer zu ent- 
fernen ist (9). Der isoelektrische Punkt der aktiven Substanz liegt bei 5,7. 
Mit Hilfe der Membrankombination: Kuprophan 0,5 qem (A) und 20 qem 
(Bund JD), sowie Filtrierpapier 4,8 qem (C) und bei Verwendung der Acetat 
puffer von py 5,32(+) und 5,09(—) wurde das py der Mittelkammern 
auf 5,03 (c¢) und 5,20 (d) eingestellt. Nach 20 Stunden enthielt die Kammer ,,d"" 
71°) der Aktivitét und 29°, des Stickstoffs der urspriinglichen Lésung, 
nach 36 Stunden 98°, der Aktivitat und 45°, des Stickstoffs. 


Zusammenfassung, 

Ein Membranapparat einfacher Konstruktion fiir priaparative 
Elektrophorese wurde beschrieben. 

Um das pu in den Zellen konstant zu halten, werden die Elektroden- 
kammern von Pufferlésungen durchstrémt. Eine Rithranordnung sorgt 
fiir standige Mischung des Inhalts der einzelnen Zellen. 

Die Elektrodenzellen werden durch Kuprophan- oder Pergament- 
membranen von dem Mittelraum getrennt und dieser durch eine Mem- 
bran aus Filtrierpapier in zwei Kammern geteilt. Um das Auftreten von 
pu-Differenzen in diesen Kammern zu verhindern, wurde die anodische 
Membran stark abgeblendet. 

Als Beispiel fiir die Anwendung des Apparates wurde die Konzen- 
trierung von Pepsin und von Hodenmucinase angefiihrt. 


Diese Arbeit wurde durch .,Knut och Alice Wallenbergs Stiftelse* 
finanziell unterstiitzt. 
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Mit 5 Abbildungen im Text. 


Im Magensaft (Extrakt aus dem Fundusteil von Schweineméagen ) 
kommt neben dem hochmolekularen FermenteiweiB Pepsin ein weiterer 
proteolytischer Wirkstoff, das niedermolekulare Pepsidin! vor, dessen 
Lésungen auch ohne die Anwesenheit eines Tragerproteins Casein beim 


tryptischen py-Optimum bzw. — nach milder Oxydation mit Wasser- 
stoffperoxyd beim peptischen py-Optimum abzubauen vermégen?. 


Das Pepsidin bildet mit dem SubstrateiweiB offenbar eine Zwischen- 
verbindung, ein ,,Pseudoferment*’, in dem die Peptidbindungen durch 
eine noch unbekannte Beeinflussung bzw. Reaktion aktiviert werden 
und der Hydrolyse unterliegen ; das Pepsidin wirkt wie eine Coproteinase, 
die zu ihrer Wirkungsentfaltung keiner Apoproteinase bedarf3. Der 
Fortfall eines ApofermenteiweiBes, welches fiir die Substratspezifitat 
verantwortlich ware4, bewirkt eine Erweiterung des Abbaubereiches: 
auch das peptische EiweiSverdauungsprodukt, das Pepton, wird durch 
Pepsidin noch abgebaut. Im ganzen wird dieses damit dem Trypsin 
ahnlicher als dem Pepsin. 

Versuche, aus den Lésungen des Pepsidins das aktive Prinzip als 
Phenylhydrazon zu isolieren, hatten nun bemerkenswerte Ergebnisse 
im Sinne von Modellversuchen fiir die fermentative EiweiBspaltung: 
auch das im Nullversuch gepriifte Phenylhydrazin zeigte nach der 
Oxydation mit Wasserstoffperoxyd® eine deutliche peptische bzw. eine 
tryptische Aktivitdét, und zwar sowohl gegeniiber Casein als auch gegen- 


1H. Albers, A. Schneider u. I. Pohl, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 75, 
1859, 1942. — 2 Es kann noch nicht entschieden werden, ob in den Pepsidin 
lésungen nicht méglicherweise zwei Wirkstoffe vorliegen. 3 Damit ist 


eine Identitat Pepsidin—Copepsin noch nicht ausgesprochen, iiber sie 
pe} 


miissen weitere Versuche entscheiden. 4 Das Co-Ferment ist fiir die 
Wirkungsspezifitat verantwortlich, vgl. die zusammenfassende Betrachtung 
von H. Albers, Angew. Chem. 49, 448, 1936. — ° Bei dieser Oxydation 
sind offenbar Schwermetallspuren beteiligt, denn aus unterschiedlichen 
Herstellungen des Phenylhydrazinhydrochlorids lieBen sich nach der Oxy 
dation nicht immer aktive Lésungen gewinnen. 
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liber Pepton als Substrat. Fiir das Verstandnis des physiologischen 
JiweiBabbaues, bei dem das niedermolekulare Pepsidin offenbar mit- 
spielt, sind diese Befunde von Bedeutung. 

Aus sorgfaltig umkristallisiertem Phenylhyvdrazin-H ydrochlorid 
wird eine 0,1 %ige wiisserige Lésung hergestellt, die gleichzeitig 0.6% 
Wasserstoffperoxyd (p.a.) enthalt. Bei Zimmertemperatur wird die 
Losung 15 Stunden der Oxydation durch das Peroxvd iiberlassen, dabei 
entstehen unterschiedliche, noch 

















nicht naher untersuchte Pro- x 

Ze S 

duktel, Deren Lésungen wer-  & 

den nunmehr in Ersatz eine A 

pid i § 

Pepsinlésung einem normalen < 

: S 

\nsatz des abzubauenden Ei- 8&8 

; Me : 3s” 

weibes bei einem eingestellten § 

ee sity = 795 
pu von beispielsweise 2 zuge- at 

veben. Laufende Titrationen 0 7 2 3 rn 5 Sa 
der Gehalte an Carboxylgruppen Abb. 1. Abhingigkeit der Caseinspaltung von 
° . der Menge des ugetiigter atalysators ; 
zeigen, dab ein Abbau unter ” gn Ree 


: . PH 1.05 
Freilegung neuer Carboxyl- 


eruppen statthat (vgl. Abb. 1)2.. Im Oxydationsgemisch des Phenyl- 
hydrazins liegt demnach ein peptisch aktiver Anteil vor. 

Angestellte Parallelversuche weisen eine in Anbetracht der Un- 
bestimmtheit der Oxydationsreaktion befriedigende Ubereinstimmung 
auf; die Anwendung vermehrter Mengen oxydierten Phenylhydrazins 
zeigt durch die vermehrten Spaltungsgrade, dafi der beobachtete Effekt 
in der Tat ein katalyvtischer ist (Abb. 1, Tabelle I). 

Ob der durch die Freilegung saurer Gruppen beobachtete Vorgang 
dem normalen peptischen Abbau entspricht, mu noch untersucht 
werden. Ebenso kann iiber die absolute Wirksamkeit des im Gemisch 
eigentlich aktiven Stoffes noch nichts ausgesagt werden. (Bezége man 
die Wirksamkeit auf eingegebenes Phenyihvdrazin, wiirde sie un- 
gleich geringer sein als diejenige des natiirlichen Pepsins bzw. des 
Pepsidins.) 


1 Ua. ein griiner Farbstoff, der mit Ather extrahiert werden kann. 
p-Chinon und H,O,-oxydiertes Brenzcatechin sind nicht in der Lage, den 
Caseinabbau zu beschleunigen. 2 Auf diesen Abbau ist das Wasserstoff- 
peroxyd ohne EinfluB. ,Ein Caseinansatz, der in 25ccm 0.6cem 3° oiges 
H,O, enthalt (dieselbe Menge, die fiir die Oxydation von 3mg Phenyl- 
hydrazinhydrochlorid Verwendung findet), zeigt bei py 2 folgenden Ver- 
brauch an n/l0 KOH (Doppelversuch): 


Nach I2 Minuten ............ 0.00 und 0.01 cem 
gr ee) fatten ae ere ales 0.01 ,, O03 
ae: RAY Shapes ae 0,02 ,, 0,04 
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Tabelle 1. Abhangigkeit der Caseinspaltung bei py 1,95 hinau 

von der Katalysatormenge. . 
, keit 
Ver- Meng ecm 0/10 KOH verbraucht nach Minuten und « 
—_ mg 0 10 30 60 70 80 150 0 dener 
Auge 
C,H,-NH-NH,- | 3a 0.5 0,00 0,01 0,02 0,04 hier 
+ HCL, mit b 1,0 0,00 0,01 0,03 | 0,08 des ( 

0,6°% igem H,O, ( 2,0 | 0,00 | 0,06 | 0,12 | 0,15 

oxydiert, gepriift d 3.0 | 0.00.) 0.07 | 0.17 | 0,18 ant we 
mit Casein bei e 5,0 || 0,00 | 0,15 | 0,21 | 0,23 Abbat 
Pr 1,9 bis 2,0 ne 
fa 3.0 | 0.00 0.16 0.19 02 lichke 
b 3.0 . 0.00 O14 0.18 | 0.2) reakti 
; , schen 

va 0.0) Othe O.18 ().22 0.27 

bh 5.0 0,00 0.19 0.22 0.27 rene 
im H, 
stand 

| 


peptis 





> ays! | und d 
Me kung 
) ; 
wit dierte) 
8 an Ks 

e 10 stand 
S z 

8 | finden 
S | . 
S 005} den F; 


dation 











beider 
0 0 60 90 120 min 7 wendig 
Abb, 2. Coseinspaltungskurven bei verschiedenem Pu: D 


nach e 
i iy . > a | y >] rer »hie » ny . y . 
fabelle Il. Caseinspaltung bei verschiedenem py: 1 tritt 








: ‘ yr " ape n 
3,0 mg H,O,-oxydiertes C,H,: NH - NH, - H¢ l. 
ecm n 10 K OH verbraucht nach Min. 
Versuch Pu Bemerkung 
30 60 120 
1. 6,06 O08 0.11 } 
29 
a { ; Leerversuche flocken ai 
2 1.0) i 0.03 
3 5,0 ( (Der Leerversuch  zeigte 
einen gréBeren Verbrauc! 
| 5.8 0 0.02 0.04 als der Versuch 3) 
i) 6.2 O06 0,00 0,10 ° 
6 6.5 OL O10 O17 
7 7.0 O02 Ot 0,07 
s 8.5 Os O05 O06 
Aktivitats-py-Kurven (Abb. 3), die mit H,O,-oxydiertem Phenv! ds 
is 22-04, 1 
hydrazin und Caseinlésung aufyenommen wurden (Abb. 2, Tabelle 1) vorliegt 


zeigen, da® iiber die Npaltungsfahigkeit beim optimalen py2 des Pepsins J mengen 














Model!versuche zur Kenntnis des proteolytischen Eiweibabbaus. 547 


. 
hinaus ein zweites Optimum bei einem py um 6,5 auftritt. Die Ahnlich- 
keit der Kurve mit den bekannten Aktivitats-pxy-Kurven des Pepsins 
und des Trypsins (py-Optimum der Caseinspaltung um 8) sowie mit 
denen des niedermolekularen Pepsidins fallt chne weiteres in die 
Augen: offenbar ist auch 
hier der Ladungszustand 





des Caseinmolekiils ver- oe 





peptische Optimum zeigt 


und die tryptische Wir- / Fapten 
090 | | i } 
kung nur im _ nichtoxy- i 


bas x | 

dierten, nattirlichen Fu- 
anne. moe 4 J i i | | \ 

stand hervortreten labt, si 7 


antwortlich fiir seinen G15 t . : ; + 
Abbau bzw. fiir die Mée- vs Casein 
lichkeit der Bildung einer = 910 i. : + j 
P p. ° - m S | 
reaktionsfahigen Zwi- ® w 
j if: $ KE! 
schenverbindung. Wah- = § 40 t+ ee 
a A \ ! 
rend aber das Pepsidin RS Pig tl | 
im H,O,-oxydierten Zu- > @ 4 
oa é XK Cc . | 
stand deutlich nur das * fh | 
§ 015 : ae T % 1 
$§ 
S 
i 
x 








| 
‘ ee ' 
finden wir im vorliegen- | 
’ ° oO 
den Fall die H,O,.-Oxy- a sat tees ey en ee ae see 
dation fiir die Erzeugung Abb. 3. Aktivitits-py-Kurven fiir den Abbau 


. : y von Casein und Pepton 
beider Optima als not- 


wendig. 

Der Abbau im sauren und im neutralen Gebiet verlauft offenbar 
nach einem ahnlichen Mechanismus, denn eine Verschiebung der Maxima 
tritt mit fortschreitendem Abbau nicht ein (vel. Abb. 2). 
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Abb. 4. Abhingigkeit der Caseinspaltung von der Menge des 


zugefiigten Katalysators: py 6,45 


Dab auch beim zweiten px-Optimum ein katalyvtischer Effekt 
vorliegt, zeigen die Abb. 4 und die Tabelle LIL; vermehrte Katalvsator 
mengen haben vermehrte Spaltungen zur Folge. 
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Tabelle [1]. Abhangigkeit der Caseinspaltung bei py 6,45 
von der Katalysatormenge. 





Ver- | Menge ecm n/10 KOH verbraucht nach Minuten 


such 5 2 

mg 0 30 60 70 120 150 300 GOK 
C,H,-NH-NH,- la 0.5 0,00 0,01 0,02 0.05 
HCl sai b| 4 0.00 0.01 0.04 0.07 
06° igem H,O, c 2 0.00 0,06 0,08 0.14 
oxvdiert, gepriift d 3 0.00 O10 O16 0.20 
mit Casein bei e 5 0.00 010 O17 0.24 

PH 6.4 bis 6.45 

2a | 3,0 | 0,00 0.19 0.23 02 

b ; 3,0 | 0,00 0,17 0.20 0.23 6.26 

ja 5.0 0,00 0.18 0.26 Q,29 0.2 

‘ b = 5,0 | 0,00 O17 0.25 | 0.27 0.31 


Ebenso wie das Pepsidin imstande ist, neben Casein auch nocl) 
Pepton zu spalten, vermag dies auch der Modellstoff (Abb. 5, Tabelle IV). 
Die Aktivitats-py-Kurve der Spaltung ist gegen die Caseinkurve jedoch: 
um etwa eine Einheit ins Alkalische verschoben, die Maxima liegen 
bei px 3,0 und um 8 (Abb. 3). 
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Abb. 5. Peptonspaltungskurven bei verschiedenem Pu: 


Tabelle IV. Peptonspaltung bei verschiedenem px: 
3,0 mg H,O,-oxydiertes C,H,- NH -NH,- HCI. 





ecm n/10 KOH verbraucht nach Min 


Sanat . inhi Ati. Pp nach ‘jee sae 

Versuch Py nach Min 120 Min. sae ~ és oo 
l 45’: 1,55 1,55 0.02 0,03 0.05 
2 50’ : 2,50 2,50 0,04 0,08 O16 
3 50’: 3,10 3.10 0.09 0,12 0.17 
4 55’: 3.70 3.70 O04 0,06 0.08 
5 55’: 4,40 4,45 0,02 0,03 0.04 
6 70’: 5,20 5,20 0,01 0,02 0.03 
7 65’: 7,10 7.10 0,02 0.05 0.09 
8 70’: 7,60 7,55 0.06 O12 0.17 


 ] 60’: 8,4 0,02 0,03 0.04 
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Als wesentliches Ergebnis aus den aufgefiihrten Versuchen ist 
festzustellen, daB in Analogie zu dem natiirlich vorkommenden Wirkstoff 
Pepsidin auch durch Modellversuche erwiesen werden kann, dai be- 
stimmte niedermolekulare Stoffe in der Lage sind, sich mit Eiweiben 
zu Symplexen zu vereinigen, in deren Gefiige die Eiweibe fiir sonst 
nicht ablaufende Reaktionen aktiviert werden. Auf die Bedeutung 
-oleher Symplexe und ihrer Reaktionen fiir natiirliche Vorgénge sowie 
fiir die Therapie bei Verwendung kiinstlicher Arzneistoffe wurde schon 
anlaBlich der Auffindung des Pepsidins hingewiesen. Hier tritt det 
Vergleich mit den Arzneistoffen besonders deutlich in die Erscheinung. 

Man konnte gegen die vorliegenden Versuche einwenden, dal 
kein proteolytischer, sondern ein oxydativer Abbau des Eiweibes im 
Sinne einer Dehydrierung vorlige, wie er fiir einfache Aminosiuren 
in einer Reihe von Modellversuchen unter Verwendung von o-Chinonen 
als Katalysatoren beschrieben wurde!, Dagegen spricht aber die aus- 
vesprochene pxy-Spezifitat der mit oxydiertem Phenylhydrazin  be- 
wirkten Freilegung saurer Gruppen. Eher ist mit diesem Befund der 
Modellfall des Hamatoporphyrins zu vergleichen, welches jedoch nur 
bei Gegenwart von Licht und Sauerstoff auf Fibrinogen oder Serum- 
albumin? wie eine Protease zu wirken vermag ®. Sicherlich ist in diesem 
letzten Fall eine Oxydationsreaktion beteiligt. Ob das auch fiir die 
Wirkung des aktiven Oxydationsproduktes des Phenylhydrazins gilt 
ist eine noch offene Frage; méglich erscheint es durchaus. Eine Licht- 
einwirkung ist nicht festzustellen. 


Durehfithrung der Versuche, 


Die proteolytische Wirksamkeit der untersuchten Substanzen wird durch 
die Caseinspaltung bzw. durch die Peptonspaltung bei 40° bestimmt. Die 
Zahl der freigelegten Carboxylgruppen wird ermittelt durch Titration von 
je Seem des Versuchsansatzes mit n/l0 alkoholischer Kalilauge nach 
Willstatter und Waldschmidt-Leitz4. Als Substrat dient 6° ,ige Casein 


l6sung [6 g Casein (nach Hammarsten) in 94 cem Wasser 6,0 cem n NH 
bzw. eine ahnliche Lésung von Pepton-Witte. Die Caseinlédsung mu von 


den Versuchen mindestens 2 Tage gestanden haben, um reproduzierbare 


Werte zu ergeben. 

Beispiel fiir einen peptischen Versuchsansatz: 10 cem Caseinlésung 
werden 10 Minuten im Thermostaten (40°) belassen und sodann in eine 
Losung gegeben, die neben der zu priifenden Substanz 6 cem n/5 Salzsaure 


1 Edlbacher u. Kraus, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 239, 192s: 
B. Kisch, diese Zeitschr. 242, 19, 1931; 244, 449, 1932; 250, 135, 1982 u. f.: 
W. Langenbeck u. Mitarbeiter, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 75, 1483, 1942 


* Jedoch nicht auf Eieralbumin. 3 Howell, Arch. intern. Physiol. Ls, 
269, 1921; tie 2 Boyd, J. of biol. Chem. 108, 249, 1933. 1 Ber. d 


Deutsch, chem. Ges. 54, 2988, 1921. 
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enthalt. Mit n/100 Salzsaure wird das Gesamtvolumen sofort auf 25,0 ce 
gebracht. Das py vor und wahrend der Spaltung ist mit 1,9 bis 2,0 das 
selbe. 

Der fiir jede Versuchsreihe durchgefiihrte Leerversuch ohne Fermen 
ergibt bei py 2 einen Verbrauch an n/10 KOH: 


Nach O MTOR. 5 seo eco ws 0.00 cem 
10 ee Me Oe ee OE 0,02 
30 Sk EA GY wee GPa wits 0,05 
60 ee te Patou e Fa sake 4% G07. 
120 be eS ee Cee ee 0,08 
(Fehlergrenze: + 0,01 cem). 
Das py wird — wie oben — entweder mit verdiinnter Salzsaure ode: 


mit verdiinnter Natronlauge und Ammoniak direkt eingestellt; es andert 
sich wahrend der Versuche praktisch nicht. Die py-Messungen erfolgen 
potentiometrisch. 

Der Eigenverbrauch der Substratl6sungen sowie der Phenylhydrazin 
l6sungen an KOH wird in Parallelversuchen bestimmt und von den jeweiligen 


Gesamtwerten in Abzug gebracht. 
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Kine objektiv-spektralphotometrische Methode 
zur Phosphatbestimmune. 
Von 
Hans Borei. 
(Aus dem Wenner-Gren-Institut fiir experimentelle Biologie der Universitit 
Stockholm.) 
(Eingegangen am 15, Dezember 1942.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Zur photometrischen Eisenbestimmung unter Benutzung bestimmter 
Hy-Linien beschreibt Boret (1943) eine Methode, bei der eine objektiv- 
spektralphotometrische Apparatur benutzt wird | Substitutionsmethode 
mit Monochromator, rotierendem Sektor, Photozelle und Elektrometer; 
Anordnung prinzipiell nach Warburg und Negelein (1929)|. Bei dieser 
Methode betragen die Minimalgrenzen der mit einem gewissen Meb- 
fehler (£°%) quantitativ bestimmbaren Eisenmengen bei der Unter- 
suchung biologischen Materials etwa ein Zehntel der entsprechenden 
Werte bei den gewohnlichen kolorimetrischen und stufenphotometri- 
schen Methoden. AuBerdem sind bei Anwendung dieser Methode die 
MeBfehler in dem gesamten, den verschiedenen Verfahren gemeinsamen 
Konzentrationsgebiet betrachtlich (zwei- bis viermal) geringer. Im 
folgenden wird eine analoge Methode zur Phosphatbestimmung in 
biologischem Material nach Veraschung auf feuchtem Wege beschrieben. 

Die gewohnlichen Verfahren zur kolorimetrischen und (semi-)- 
spektralphotometrischen (z. B. stufenphotometrischen) Phosphatanalyse 
beruhen auf der quantitativen Uberfiihrung von Phosphormolybdan- 
siure in ,,Molybdanblau** bei Behandlung mit Reduktionsmitteln in 
stark saurer Lésung. Als Reduktionsmittel benutzt Briggs (1922 und 
1924) Hydrochinon. Dieses Verfahren zeichnet sich durch groBe me- 
thodische Einfachheit aus, hat jedoch den Nachteil, daB die Farb- 
entwicklung sehr langsam verlauft (vgl. Abb. 2). Noch nach mehreren 
Stunden ist der Endwert nicht erreicht. Es ist deshalb erforderlich, 
stets zu einem ganz bestimmten Zeitpunkt nach dem Zusatz des Molyb- 
dats zu photometrieren, was bei Anwendung des Stufenphotometers 
groBe Ubung und GleichmaBigkeit der Arbeit erfordert, da hierbei die 
GréBe der Extinktion als Mittelwert aus einer gréBeren Ablesungsserie 
bestimmt wird. Eine Variation von einigen Minuten hinsichtlich des 
Ablesungszeitpunkts kann Fehler von ein oder mehreren Prozent ver- 
ursachen. Diese Methode ist jedoch von vielen mit gutem Erfolg be- 
nutzt worden, zuletzt von Brandt (1942), der die mit Trichloressigsaure 
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extrahierbare Phosphatfraktion und den Gesamtphosphatgehalt ci 


Hefe untersuchte. 

Eine nicht geringe Zahl von Modifikationen der Briggsschen Me: 
thode ist im Laufe der Jahre ausgearbeitet worden. Vor allem wurc; 
die Art des Reduktionsmittels variiert und in einigen Fallen konnt: 
durch eine Warmebehandlung der Probe die urspriinglich hohe Zeit 
empfindlichkeit der Methode betrachtlich herabgesetzt werden. \ 
benutzen z. B. Fiske und Subbarow (1925) ebenso wie Lohmann und 
Jendrassik (1926) Aminonaphtholsulfosiure (Eikonogen), die eine be 
deutend schnellere Farbentwicklung als das urspriinglich verwandt; 
Hydrochinon ergibt. Bei der letztgenannten Methode, die speziell fii 
Muskel- und Hefeextraktanalvsen bestimmt ist, werden die Probe 
auBerdem erwarmt, um das Maximum der Farbentwicklung schnelle: 
und sicherer zu erreichen. T'eore// (1931) fithrte sodann eine Verfeinerung 
des Verfahrens von Fishe-Subbarow durch, indem er deren kolorimetriscly 
Methode durch gewisse Modifikationen der Bestimmung im Stufen 
photometer anpabte (subjektive Semispektralphotometrie). Auf dies: 
Weise konnte er die untere Bestimmungsgrenze (ohne Angabe de: 
Fehlergrenzen) auf 10 y P herabsetzen. {Mit dem speziellen objektiy 


spektralphotometrischen Ultramikroverfahren von Norberg (1942), das 


eine Abanderung der Methode von Fiske und Subbarow darstellt, kénne: 


mit 20 bis 30° Febler 16-4 y P bestimmt werden. 
Kuttner und Cohen (1927) benutzen SnCl, als Reduktionsmitt: 


und erreichen hiezmit nach kurzer Zeit konstante Extinktionswert 

serenblum und Chain (193Sa) kritisieren dieses Verfahren und heben 
vor allem seine Ungenauigkeit bei geringen P-Mengen hervor. Indessi 

stellen sie ferner fest, daB es auch gewisse Vorteile aufweist, und bauei 
eine neue Analysenmethode (1938b) auf ihm auf. Bei dieser wird di 
reduzierbare Phosphormolvbdinsiure mit Isobutylalkohol extrahiert 
und sodann mit SnCl, reduziert. Mittels einer objektiven spektral 
photometrischen Methode (Spekker Photoelectric Absorptiometer) e 
zielen sie eine untere Grenze von ly P (Fehlergrenzen sind nicht an 


gegeben). Ein besonderes Mikroverfahren gestattet es, diese Grenz 


weiterhin auf ein Zehntel zu vermindern. Dieses letztere relativ grobe 


Anforderungen stellende Verfahren bietet jedoch bei gréBeren Serien 
analysen gewisse Schwierigkeiten. . 

3ei einer anderen, danischen Methode, die in dem Laboratorium 
von Prof. Hevesy benutzt wird, dient Diaminophenol (Amidol) als Re 
duktionsmittel. Nach der Redukt'on wird 10 Minuten lang auf den 
Wasserbad bei 46° C erwarmt. Bei dieser wie auch bei mehreren zuvot 
beschriebenen Methoden wird besonderes Gewicht darauf gelegt, das 
auf einen konstanten Wert zu fixieren. Es hat sich nimlich erwiesen 


daB die Farbstarke unter vewissen 
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des pu abhangig ist. Durch Neutralisieren der schwefelsauren ver- 
brannten Probe und folgendes Ansduern auf einen bestimmten Saure- 
grad erhalt man die gewiinschten Bedingungen. Hierbei wird jedoch 
in der Probe eine groBe Menge von Salzen angehauft, die leicht aus 
kristallisieren und dadurch jegliche Messung unméglich machen: dies 
vor allem, wenn das Volumen der Probe klein ist, was man ja anderer- 
seits anstreben mu, will man die untere Bestimmungsgrenze der Me- 
thode effektiv herabsetzen. Die gleichen Schwierigkeiten ergeben 
sich bei einer ahnlichen Anwendung der Methode von Zinzadze (1930). 
Die Methode von Zinzadze und die ,.Molybdainpentoxyd’*-Methode von 
Denigés (1927) weisen auBerdem, wie aus den Untersuchungen von 
Norberg (1942) hervorgeht, bei gr6Beren P-Mengen eine unbefriedigende 
Pioportionalitaét zwischen P-Gehalt und Farbstarke auf. 

Bei der Ausftihrung der in vorliegender Untersuchung benutzten 
objektiv-spektralphotometrischen Methodik bietet die exakte Fest- 
legung eines bestimmten Ablesungszeitpunktes keinerlei Schwierig 
keiten, denn es ist nur eine einzige Ablesung erforderlich und diese 
kann auf die Sekunde genau ausgefiihrt werden. Der gréBte Zeitfehle: 
tritt dagegen bei dem Einpipettieren des Ammoniummolybdats auf 
jedoch braucht man hierbei keine gréBeren Variationen als zwischen 5 
und 10 Sekunden zu befiirchten. Verwendet man ferner bei der Ver- 
brennung stets die gleiche Schwefelsiuremenge und vermeidet starkeres 
Rauchen, so weist das py, nachdem alle Reagentien zugesetzt und dic 
Pioben bis zu einem bestimmten Volumen aufgefiillt sind, eine nur sehr 
unbedeutende Variation auf. Die beiden Hauptschwierigkeiten bei 
Ausfithrung der Briggsschen Methode kénnen somit umgangen werde! 
Diese erweist sich auch in der so abgedinderten Form, von gewissen 
unten angefithrten Einschrankungen abgesehen, als sehr exakt und zu 
friedenstellend. Im folgenden wird eine der objektiv-spektralphotometri- 
schen Arbeitsweise angepabte Modifikation dieser Methode beschriebei 
Zum Vergleich sind auch einige Daten der oben erwahnten danischen 
Methode angegeben. 


Resultate, 


Die Extinktionskurve der Methode (Stufenphotometermessungen) 
ist in Abb. 1 dargestellt. Bei Konzentrationsbestimmungen mit dem 
Stufenphotometer arbeitet man im Gebiet des héchsten, verha!tnis 
maBig flachen Teils der Kurve mit dem Rotfilter S 72 (Lage in der Figur 
durch einen Kreis gekennzeichnet). Eine anwendbare Hg-Linie be 
findet sich in diesem Gebiet nicht. Die rote Linie bei 623.4 my kénnte 
eventuell verwendet werden, jedoch ist ihre Intensitat fiir die benutzt 
Apparatur zu gering. Die gelbe Doppellinie 577,0 und 579.1 my. (in 
der Abbildung eingezeichnet und mit 578 bezeichnet) ist hingegen stark 
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genug. Da sie sich im fallenden Teil der Kurve befindet, so kénnt: 
dies, da sie ja als Doppellinie kein absolut monochromatisches Lich 
vibt, eine gewisse Abweichung vom Lambert-Beerschen Gesetz hervor 
rufen. Eine solche ist jedoch erfreulicherweise bei den Messungen nicht 
in Erscheinung getreten. In der Tabelle [ sind die Extinktionswert: 
einer Anzahl von Bestimmungen 





9 ae 


| mit verschiedenen Phosphatmengen 
| 578 — es angegeben ftir die MeBzeiten ¢ — 30 
al AA | und ¢ 60 Minuten nach Zusatz 
4 | Y | von Molybdat und  Reduktions 
: | A | mittel. Die Eigenextinktion de 
1-H Blindprobe betragt bei tg) 0,008 und 


bei tg 0,009. P ist als KH,PO, 
' zugesetzt und die Verbrennung wi 


u ws a ot eH " P » > IgE ‘le » ‘ ene 
(i) 0300 &0 600 0 7 mu  \M folgenden beschrieben ausge- 


A fiihrt. Die Absorptionskonstant: 
Abb. 1, Extinktionskurve fiir die modi- 6 ist pro g-Atom P berechnet und 
tizierte Briggssche Methode. Piir 


39,54 7 P gegen Blindprobe im Stufen- hat die Dimension ml ,mol- cm, De 
photometer bei ¢ = 30 Minuten und spezifische Extinktionskoeffizient / 


d 2em gemessen. Umegerechnet aut 


E}y + 10°, ist fiir mg P ml berechnet und hat 
folglich die Dimension ml/mg : cm 
vesonderen Kolonnen sind die gefundene und die theoretisch zu 
In besonderen Kolonnen sind die gefund 1 die theoretiscl 


o/ 


lassige Abweichung vom Mittelwert in % angegeben (vgl. hierzu 


Abb. 3). 


Tabelle lL. Extinktionswerte usw. fiir die modifizierte Briggssche 
Met hode. 
Gelbe Hg-Doppellinie. d= 2¢em. Objektives Spektralphotometer. Be 


) 


ziiglich der Werte der berechneten zuldssigen Fehlergrenzen vgl. Abb. 3. 





t 30 Minuten t 60 Minuten 
ie m E , Fehlerin % Fehlerin % ' E , Fehlerin % Fehlerin 
E ) 10° praktisch theoretiseh E : 10° praktisch  theoretisc! 

4,94 0,075 1,518 +. 1,3 1,8 0,079 | 1,599 1,6 L9 

9,89 0,146 1,477 1,4 1,é 0,162 1,638 t.. 0:9 1.4 
19,77. 0,296 | 1,497 7 i | 0.5 0,323 | 1,633 L 0,4 0,5 
39,54 0,594 1,503 L 0,3 0.5 0,642 1,624 0,1 0,5 
59,31 0,889 1,498 0 0,7 0,962 1,622 — 0,2 0.7 
79,18 || 1,185 | 1,497 | --0,1 1,0 1,287 1,626 0 0,9 

Mittelwert : 1,498 Mittelwert : 1,626 
B = 6,36-106; k= 74,9 B = 5,81-108; & = 81,3 


Der zeitliche Verlauf der Farbentwicklung ist aus Abb. 2 ersicht- 
lich. Im Zeitpunkt 0 wird das Reduktionsmittel zugesetzt, kurz 
nach der Zugabe des Ammoniummolybdats. Wird die Extinktion bei 
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/ 


t 30 Minuten gemessen, so verursacht eine zeitliche Verschiebung von 


2 Minuten bei der Konzentrationsbestimmung einen Fehler von 0.9 °). 











Bei ¢ = 60 Minuten betragt der entsprechende Fehler nur 0.25%, da 
die Kurve in diesem Falle einen flacheren Verlauf aufweist. 

Die bei dieser photometrischen 
Konzentrationsbestimmung durch oe amin aa NEE mae to Sl 
die Apparatur bedingten Fehler —_e tir. 
wurden in analoger Weise wie bei 5\ pT Meth Brags 
Borei (1943) berechnet. Hierbei f 
wurde bei der Messung mit Rotfilter 4 | / | 
S72 im Stufenphotometer fiir den , sal 
Ausdruck diji der Wert 3°%% ein- | 
vesetzt, der als untere Grenze an- Gé\ ens 
zusehen ist. In Wirklichkeit diirfte | we 4 
der Wert wohl etwas gréBer sein. | 
Im duBersten roten Teil des a 60 Yin 
Spektrums steigt namlich der nach ag gy ee rea aaa Sinisa 
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einwandfreien optiscken Apparatur und fiir einen getibten Beobacht: 

di i —ungefihr 1°). Fiir das benutzte objektive Spektralphotomete 
andererseits betragt bei hinreichender, jedoch nicht tibergroBer, also 
folglich bequemer Photozellen- und Elektrometerempfindlichkeit  ¢ 
7.5-10-2°°. Die fiir die beiden MeBinstrumententypen auf Grund 
dieser Werte berechneten Fehlerkurven gehen aus Abb. 3 hervor. Di: 
Schichtdicke betragt in beiden Fallen teils d 5em (bei dem Stufen 
photometer Mikrokiivette nach Zeiss, fiir das objektive Spektralphoto 
meter Scheihekiivette), teils auch d 2cm (parallelepipedische Stufen 
photometerkiivetten). Die mit bestimmten MeBfehlern analvsierbaren 
P-Mengen sind aus Tabelle II ersichtlich. Wird die Methode unte: 
voller Ausnutzung der maximalen MeBempfindlichkeit der Apparatu: 
angewendet (di = 1,25-106-2%), so sinken die von der Apparatur be 
dingten Fehler weiter und es kénnen entsprechend geringere P-Mengen 
quantitativ bestimmt werden, Die Anforderungen hinsichtlich de: 
Reinheit der Reagentien sowie hinsichtlich der Konstanz der Lichtquelle 
begrenzen jedoch die auf diese Weise erzielbare Verminderung der ge 
ringsten bestimmbaren P-Menge. Bei allen Messungen kommen aubet 

dem noch Pipettierfehler u. dgl. hinzu, die bei Verwendung von Krogh, 


O/ 


6 gehalten werden kénnen. 


Spritzen jedoch unter 0,5 


Tabelle Il. Modifizierte Briggssche Methode. 
Vergleich der bei stufenphotometrischem und objektiv-spektralphoto 


metrischem Verfahren mit einem gewissen MeBfehler bestimmbaren P-Men 





, gen. d= 5em. t 30 Minuten. 

Fehler Stufen- Objektives Spektral- Rehler Stufen- Objektives Spektra 
in ° photometer photometer (gelbe in % photometer photometer (geib 

is (Filter S 72) Hg-Doppellinie (Filter 8 72) Hg- Doppellinic 
A - 54,2y P 2 10,6 y P 1b» P 

2 43,8 3 7,1 0,85 

32,3 5 4,2 0,45 
O47 - 11,6 10 2,1 0,25 
1 a | © ap P 7 9) 





Die von Fiske und Subbarow (1925) u.a. angegebene Empfindlich 
keit der Briggsschen Methode fiir den EinfluB fremder, in der Probe 
vorkommender Substanzen, Konzentrations- und Temperaturverande 
rungen usw. erfordert, daB man bei der Anwendung dieser Methode 
sehr genau die auBeren Umstande festlegt und zur Erreichung vergleich 
barer Werte stets mit gleichférmigem und mengenmabig wenig variieren 
dem Material arbeiten muB. Unter solchen Voraussetzungen haben dit 
angegebenen Fehlergrenzen fiir relative P-Bestimmungen in ein und 
demselben Material Giiltigkeit. Handelt es sich dagegen um Absolut 
analysen, so kann den Resultaten, wenn das Verhaltnis der Konzentratio1 
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der fremden Substanzen zu dem der P-Menge einen gréBeren Wert 
erreicht, nicht das gleiche Gewicht beigelegt werden. Indessen diirften 
auch in diesem Falle die Abweichungen im allgemeinen klein sein. 
Zum Vergleich werden einige Werte, die nach der oben erwahnten 
danischen Methode bestimmt sind, angefiihrt. Auf Grund der be- 
sprochenen Neigung zum Auskristallisieren ist diese Methode in dem 
P-Konzentrationsgebiet des oben beschriebenen Briggsschen Verfahrens 
weniger geeignet. Handelt es sich hingegen um gréBere P-Mengen, 
die Aahnliche Extinktionswerte bei gr6Berem Volumen der Probe ergeben, 
so eignet sie sich auf Grund des flachen Verlaufs der Zeitkurve (Abb. 2) 
veut. Die Extinktionswerte liegen sowohl bei Verwendung des Stufen- 
photometers wie des objektiven Spektralphotometers bei ¢ — 30 Mi- 
nuten um etwa 15°) iiber denen der oben angefiihrten Briggsschen 
Methode. (Stufenphotometer: S72, d =—2em, P = 34,59 y, : - 162 
2.83. Objektives Spektralphotometer: gelbe Hg-Doppellinie, d — 2 em, 
P = 19,77 — 79,18 y, : - 102 — 1,742, 6 = 623-106), Die Extinktion 
der Blindprobe in der gelben Hg-Doppellinie bei ¢ — 30 Minuten betrug 
bei einem Versuch 0,027. Eine zeitliche Versechiebung von 2 Minuten 
bei ¢ = 30 Minuten verursacht einen Fehler von -- 015°) 


Methoden, 


MeBapparatur. Siehe Boret (1943). Gelbe Hg-Doppellinie. 
P-Standardlésung. Eine genau gewogene Menge von iiber H,SO, ge 
trocknetem KH,PO, (nach Sérensen zu Enzymstudien) wird in destilliertem 
Wasser gelést (0.4388 ¢ KH,PO,/Liter entsprechen 100 7 P/ml. Wird 10- 
bis 20mal verdiinnt). 
I. Modijizierte Briggssche Methode. 
Reagentien (,,pro analysi**), 
A. Verdiinnte Schwefelséure: 30 ml konz. H,SO, + 70 ml H,O. 
B. Ammoniummolybdatlésung: 10 g Ammoniummolybdat + H,O bis 
zu 100 ml. 
C. Reduktionsmittel: 20 g Na,SO, + 0,5 g¢ Hydrochinon + H,O bis 
zu 100 ml. 


Verbrennung. Die Probe (z. B. 1 ml Hefesuspension mit 10 bis 20 mg 
Hefe/ml) wird in einem Mikro-Ajeldahl-Kolben mit I ml verdiinnter 
Schwefelsiure (Reagens A) versetzt und nach dem Hinzufiigen einige) 
Kochsteinchen aut dem elektrischen Ofen unter tropfenweisem Zusatz von 
etwa 10 Tropfen Perhydrol (Merck) verbrannt. Das Erhitzen ist so vor- 
sichtig vorzunehmen, daB Rauchen vermieden wird. Sodann laiBt man die 
verbrannte klare Probe abkiihlen. Ihr Volumen kann als 0,4 ml an 
genommen werden. 

Farbreaktion. 4,6ml H,O werden hinzugesetzt. Nach dem Abkiihlen 
gibt man unter kraftigem Umschiitteln und in der Reihenfolge, wie sie 
hier aufgefiihrt sind, 1 ml der Ammoniummolybdatlésung (Reagens B) und 


° 
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I ml des Reduktionsmittels hinzu. SchheBlich wird das Gesamtvolume: 
durch Zusatz von 3ml H,O auf 10 ml gebracht. 

Photometricrung. Wiivetten nach Scheibe, d 5 (oder 2)em. Messung 
nach genau 30 Minuten (Stoppuhr) gegen analog behandelte Blindprol 
der Reagentien (oder, wenn der Wert der Blindprobe bekannt ist, gegen H,O 


1/1. Dénische Methode. 
Reagentien (,,pro analysi*). 
D. Ammoniummolybdatlésung: 10g Ammoniummolybdat + 10) 
H,SO, bis zu 100 ml. 
kK. Reduktionsmittel: Stammilésung: 15g Na,SO, + H,O bis zu 
100 ml. 0,3 g 2,4-Diaminophenol-dihydrochlorid (Amidol, Agfa 
werden jedesmal frisch in der Stammlésung gel6st und mit diese: 
Losung auf 20cem aufgefiillt. 


Verbrennung. Die Probe wird in einem Mikro-Ajeldahl-Kolben auf dem 
elektrischen Ofen mit 1 ml konz. H,SO, und einigen Tropten konz. HNO 
unter Zusatz einiger Kochsteinchen aufgeschlossen. In kleinen Antetlen 
werden insgesamt 6ml konz. HNO, und schlieBlich etwa 10 Tropten 
Perhydrol (Merck) zugesetzt. Durch vorsichtiges Erhitzen ist Rauchen zu 
vermeiden, Die klare Probe wird nach dem Abkiihlen mit 10n NaOH 
neutralisiert und der Neutralpunkt mittels n HCl genau eingestellt. Indi 
kator alkoholische Phenolphthaleinlésung. 

Farbreaktion. Unter kraftigem Umschiitteln werden in der hier 
nannten Reihenfolge 1 milder Ammoniummolybdatlésung (Reagens D) und 
1 ml des Reduktionsmittels (Reagens E) zugesetzt. Die Probe wird in eine: 
10-ml-MeBkolben tibergefiihrt, mit zweimal I ml destilliertem Wasse1 
nachgespiilt und bis zur Marke aufgefiillt. Man erwirmt 10 Minuten aut 
dem Wasserbad bei 40°C und laBt bei Zimmertemperatur abkiihlen. 

Photometrierung. Wiivetten wie bei der oben beschriebenen Methode 
30 Minuten nach der Herausnahme aus dem Wasserbad wird gegen ein 
in analoger Weise behandelte Blindprobe der Reagentien gemessen. 


Die vorstehende Untersuchung wurde mit Unterstiitzung des ,,Ldny 
manschen Kulturfonds** und der Rockefeller Foundation ausgefiihrt. 
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Spektralphotometrische Eisenbestimmung 
mit o-Phenantrolin und aa-Dipyridyl. 
Von 
Hans Borei. 
Aus dem Wenner-Gren-Institut fiir experimentelle Biologie der Universitat 
Stockholm. ) 
(Eingegangen am 15, Dezember 1912.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Zur Bestimmung des Eisengehalts in Backerhefe wurde eine fiu 
biologisches Material anwendbare spektralphotometrische Methode aus- 
vearbeitet. Die betreffende Hefe enthielt etwa 6mg% Fel. Die 
von Thiel und Mitarbeitern (1938) ausgearbeitete absolutkolori- 
metrische o-Phenantrolin-Methode vestattet bei d 5, d.h. einer 
Schichtdicke von 5em, die fiir gew6hnliche Kolorimeter (z. B. Helliq« 
Mischfarben-Kolorimeter) das H6échstma8 darstellt, die Bestimmung 
von 22y Fe mit einem MeBfehler von 4% (auBber dem Pipettierfehler). 
Das bedeutet, dali fiir jede Probe ~- 2 ¢ Hefe (Feuchtgewicht) verascht 
werden miissen. Infolgedessen mubte eine andere Methode gesucht 
werden. 

Zunachst wurden die Fliissigkeitsmengen auf insgesamt 10 mi 
(100 ml bei der urspriinglichen Methode) herabgemindert und aut Grund 
der Beobachtungen von Schafer (1940) itber die px-Empfindlichker 
des o-Phenantrolinkomplexes das px mit einer starken Standard-Acetat- 
Pufferlésung auf ungefahr 4.6 eingestellt. Obgleich es nun eigentlich 


méglich sein sollte; mit dem gleichen theoretischen MeBfehler (4°,) 
2.2y Fe zu bestimmen, erwiesen sich in der Praxis die Fehler als be- 
deutend gr6Ber. Der mit 4°> MeBfehler bestimmbare Grenzwert diirfte 
bei ungefahr lo y Fe legen. 

Wird eine in der beschriebenen Weise behandelte Probe mittels 
eines subjektiv spektralphotometrischen Verfahrens (Stufenphotometer) 
analysiert, so erhalt man eine etwas gréBere Empfindlichkeit: Bei 
d 2 und unter Anwendung des Filters 850 sind noch 5,7 y Fe mit 
4% MeBfehler bestimmbar 2). Hierbei erweist sich aber die Abweichung 
vom Beerschen Gesetz als sehr stérend [Heilmeyer und Plétner (1937) 


1 mgs bezieht sich hier und im folgenden auf das Trockengewicht 
Das Trockengewicht der Hefe betragt 25 bis 27°,, des Feuchtgewichtes. 
2 Bei der analogen Methode von Heilmeyer und Plétner (1937) zu 
Fe-Bestimmung im Blut (Stufenphotometer, Mikrokiivetten d 5) dirt 
die untere Grenze mit einem Mebfehler von 4°, bei 0,2 + Fe liegen. Diese 
Methode ist jedoch fiir veraschte phosphathaltige CGewebe nicht anwendbar 
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finden jedoch bei ihrer o-Phenantrolinmethode ftir 10 bis 40 y Fe gut: 
Ubereinstimmung]. AuBerdem 1aBt sich auf Grund der gering: 
Fliissigkeitsmenge mit der erwihnten Apparatur keine gréBere Schich: 
dicke als d = 2 anwenden. 


Tabelle I. o-Phenantrolin (py 4,6). 
Extinktion (£) 30 Minuten nach Zusatz des Reduktionsmittels (Na, SO 
im Stufenphotometer mit Filter S 50 gemessen. d 2¢m 





be : 102 y Fe “2 - 102 + Fe : -10 

5.49 4,10 22.34 3,94 36,44 3,80 

LL 7 4,03 33,51 3,86 $4.68 3,74 
33,90 3,85 


Strenge Proportionalitaét zwischen Extinktion und Konzentration 
erreicht man bei photometrischen Verfahren nur unter Anwendung von 
monochromatischem Licht. Dieses erhalt man am einfachsten, inden 
man mittels Filter oder mit Hilfe eines groben Monochromators einzeln 
Emissionslinien im Lichte einer Metalldampflampe isoliert. Gew6éhnlic! 
wird hierzu die Hg-Lampe benutzt. In der Tabelle LI sind die bei Mes- 
sungen mit verschiedenen Filtern im Stufenphotometer erhaltenen 
Extinktionswerte! fiir gewisse Wellenliangengebiete zusammengestel|t 


Tabelle II. 





Extinktion (/) gegen Blindprobe im Stufenphotometer bei d 2 em 
gemessen. Volumen 10 ml. 
E 
* 10° 
Stufen-Photometer- 
Filter o-Phenantrolin «e'-Dipyridy] o-Phenantroli 
Na, SO, Na, SO nach schaefe 


(Py 4.6) 33,9 y Fe (Py 4.6) 45.47 Fe (Py 2) 21.8; | 


S 43 2,52 0,95 VE 
435,8 mu - 

S 45 2,96 1.41 3.15 

£ 47 3,31 1,80 3.42 

S 50 3,85 2,83 4,03 

S53 2.67 y Bey: 2079 
546,1 mu. > 

S 55 1,29 1.61 1,32 
ssi S$ 57 0.36 0,52 0,29 
al Ml ny —> 
519, 1] S 61 0,08 0.09 

S 66,6 0,03 0,02 

$8 72 0,01 

S 75 0,04 


1 Die von Heilmeyer und Plétner (1937) nach einem anderen Verfahren 


(Filter S 50) gefundenen Werte betragen fiir o-Phenantrolin 4,00 und fin 
x «’-Dipyridy] 2,91. 
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und zwar fiir die drei unten beschriebenen Verfahren, die sich alle auf 
die Bildung einer gefarbten Fe-Komplexverbindung griinden. In der 
Tabelle ist mit Pfeilen die Lage der drei Hg-Hauptlinien angegeben. 
Wie ersichtlich, kénnen nur die blaue und die griine Linie fiir die 
photometrische Bestimmung in Frage kommen. 

Werden nun die Extinktionen bei der oben beschriebenen modifi- 
zierten o-Phenantrolinmethode in der Hg-Linie 435,8 my. mittels eines 
objektiven spektralphotometrischen Verfahrens (wihrend der Rotation 
verstellbarer Sektor, Photozelle mit Elektrometerregistrierung) ge- 
messen, so kénnen bei mittelmaBiger Empfindlichkeit des MeBinstru- 
ments und bei d —5 noch 04y Fe mit einem MeBbfehler von 4°, 
bestimmt werden. Das optimale MeBgebiet mit einem Fehler von 
0.47 % liegt bei 6,7 y Fe. Bei geeigneter Wahl der Schichtdicke kénnen 
Fe-Mengen von 4,1 bis iiber 500 y mit einem Fehler von weniger als 
1% analysiert werden. 

Da die Hefe etwa 1300 bis 14400 mg°) P und etwa 2060 mg% K 
enthalt, so wurde die Einwirkung von entsprechenden Mengen KH, PO, 
auf die Entstehung des o-Phenantrolin- Fe"! Komplexes untersucht. Die 
Farbentwicklung war nun verz6gert und die Extinktion nach Er- 
reichung eines Gleichgewichtszustandes niedriger als die der Kontrolle. 
Verschiedene Reduktionsmittel wurden versucht, mit Na, SO, konnte 
eine gewisse Verbesserung erreicht werden. Jedoch wurde in keinem 
Falle Ubereinstimmung zwischen den Werten der Blindprobe und denen 
der mit Phosphat versetzten Probe erzielt. Die o-Phenantrolinmethode 
eignet sich also in dieser Form nicht fiir biologisches Materia! 

Die gefarbte Komplexverbindung von Fe!! und x«’-Dipyridy! 
(Thiel und Hengel (1937)| bildet sich unter den gleichen Bedingungen 
wie der o-Phenantrolin-Fe!!. Komplex [vgl. auch Hill und Keilin (1933) |. 
Bei analoger Anwendung der oben beschriebenen objektiven spektral- 
photometrischen Methodik (Hg-Linie 546,1 mw) ergibt sich in diesem 
Falle eine untere Grenze mit 4°) Fehler bei 0,5 y Fe (d 3). Mit he 
MeBfehler kénnen 6,0 - 500 y Fe bestimmt werden. Auch in diesem 
Falle iibt jedoch KH,PO, ebenso wie bei der o-Phenantrolinmethode 
einen st6érenden EinfluB aus. 

Fur gréBere Fe-Mengen (bis zu 2000 y) ist von Schafer (1940) eine 
o-Phenantrolinmethode mit Benutzung des Stufenphotometers aus- 
gearbeitet worden. Diese Methode kann durch kleine Anderungen der 
oben beschriebenen objektiven spektralphotometrischen Analyse an- 
gepabt werden (A 435.8 mu, d 5D). Die 4°°-MeBfehlergrenze liegt 
nun bei 0,3 y Fe und das optimale Gebiet mit -— 1° MeBfehler zwischen 
3,9 und > 500 y Fe. Diese im Verhaltnis zu der friither beschriebenen 
o-Phenantrolinmethode etwas erhéhte Empfindlichkeit beruht auf der 
héheren Extinktion des Farbkomplexes bei der hier benutzten Wasser- 
stoffionenkonzentration (px = etwa 2 gegeniiber etwa 4,6 bei der 
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Acetatmethode). Hummel und Willard (1938) kommen zu der Fest- 
stellung, daB bei der Veraschung entstandenes Pyrophosphat nicht die 
Farbreaktion stért, wenn letzterer nur geniigend Zeit zu ihrer Entwick- 
lung gelassen wird, Dies erweist sich auch fiir die vorliegende Methode 
als durchaus zutreffend: Bei einem vor der Verbrennung erfolgten 
Zusatz von KH,PO, (im Verhaltnis P: Fe — 710) stellt sich nach 
11), Stunden Ubereinstimmung zwischen den Extinktionen der Kon- 
trolle und der mit Phosphat versetzten Probe ein. 

Ein weiterer Vorteil dieser Methode besteht darin, daB die zur 
Veraschung erforderliche Menge Hefe (4%-MeBfehler bei der Eisen- 
bestimmung) nur etwa 50 mg per Probe betragt. Um eine Genauigkeit 
von 1% 


nicht mehr als 0,5 ¢. 


zu erzielen, ist eine gréBere Hefemenge erforderlich, jedoch 


Bei allen erwaihnten Methoden ist der Pipettierfehlerhinzuzurechnen, 
der bei gr6éBtméglicher Anwendung von Kroghschen Spritzen ungefahr 


1, 0/ 


» % ausmacht. 


Methoden bei Abwesenheit von Phosphat, 
MeBapparatur (Abb. 1). 


Objektives Spektralphotometer, im Prinzip gebaut nach den Angaben 
von Warburg und Negelein (1929): Das monochromatische Licht aus einem 
Glasmonochromator durchdringt die Kiivette der Probe und fallt auf eine 

Photozelle. Durch den 

[| Kivetten Monochramator Photostrom entstandene 

ae: 4g | Potentialveranderungen 
' im Photozellkreis werden 
| , — mittels Elektrometer re- 
J gistriert. Nun werden 
Sektor die Kiivetten ausgewech- 
120N | —-— ~—s selt und das Licht durch 
die Blindprobe  geleitet. 
— Mittels eines wahrend der 
Rotation — verstellbaren 
Sektors wird das Licht 
geschwacht, bis der 
gleiche Elektrometeraus- 
schlag wie zuvor erreicht 
wird, (Substitutions- 
HV methode). Die Extink- 
220N tion der Probe erhalt man 
nun direkt aus der Sek- 

mi a torablesung. 
> + 220N -240N Glasmonochromator 
Pear (Halle) mit den Spalt- 
backen auf eine Selek- 
tivitat vonetwa3 mueingestellt. Lichtquelle: Hg-Lampe (Heraeus) 3,5 Amp., 
220 Volt mit Widerstand, Gleichstrom (Wechselstrom ergibt mit dem 
Sektor einen stroboskopischen Effekt). Zur Ausgleichung der Spannungs- 
schwankungen des Netzes ist die Lampe mit einer Serie von Bleiakku- 
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mulatoren in Gegenschaltung parallel geschaltet. Photozelle: Pressler 
. Spezial [* (Quarzzelle mit Edelgasfiillung und zusammengesetzter Schicht ; 
Empfindlichkeit im gesamten visuellen Gebiet gut). 150 Volt Saugspannung 
(Ziindspannung 155 Volt). Elektrometer: Lutz-Edelmann Eintadenelektro 
meter. Hochohmwiderstand im Elektrometer-Photozellkreis: 106-10" © 
Kunststoffwiderstand (White Dental Co.). WKiivetten: d 2 und d dem 
mit Quarzfenster nach Scheibe (Volumen 3,6 bzw. 8,9 ml). Wahrend det 
Messungen wird die Temperatur in den Kiivetten mittels einer mit einem 
Wasserthermostaten (Héppler) verbundenen Schlinge bei 18°C + 0,5" kon- 
stant gehalten. 


Die Veraschung der Probe. 


Veraschung in Pt-Tiegel. Porzellantiegel kénnen nicht verwandt 
werden, da das Phosphat der Probe aus der Glasur Eisen und Silikate 
(letztere geben flockige Ausfallungen, die den Farbkomplex adsorbieren) 
herauslésen. Temperatur im elektrischen Ofen: 540 bis 556°C. Bei héhere1 
Temperatur sintert die Asche zusammen (Herabsetzung des Schmelz- 
punktes auf Grund des Chloridgemisches) und die Veraschung wird unvoll- 
standig. Ist die Probe fliissig, so muB sie vor der Veraschung auf dem 
Wasserbad eingedampft und bei 105°C im Ofen getrocknet werden. Die 
Veraschung dauert | bis 3 Tage. 


Die Weiterbehandlung der Probe. 


Alle Reagentien im folgenden sind, sofern nichts Besonderes angegeben, 
»pro anal.** (Kahlbaum). 

Die Asche wird in 2ml konz. HCl! aufgelést und auf dem Wasserbad 
(Vorsicht wegen evtl. Spritzen!) zur Trockne eingedampft. Sodann werden 
5ml Standardacetat-Pufferldsung (gleiche Teile n HAc und n NadAc, 
pu = 4,61) zugesetzt, die L6sung 10 Minuten auf dem Wasserbad gekocht, 
wahrend etwa 20 Minuten abkiihlen gelassen und in einen 10 ml-MeBkolben 
iibergefiihrt. Man spiilt zweimal mit je I ml Acetat-Pufferl6sung nach. 
Nun setzt man I ml eines Reduktionsmittels zu, worauf das Eisen als 
Fell vorliegt. Als Reduktionsmittel wird entweder eine 5°,ige wisserige 
Lésung von Na,SO, oder eine 2°,ige wasserige Lésung von Hydrochinon 
(Erg. B. 5) benutzt. (In gewissen Fallen wird statt dessen mit Na,S,O, 
reduziert ; dieses wird unmittelbar vor dem Auffiillen bis zur Marke (s. unten) 
in fester Form zugesetzt; Konzentration in der fertigen Lésung 1,8°,.) 
Sodann wird | ml der Lésung des Komplexbildners — entweder 1°, 0-Phe- 
nantrolin-Hydrochlorid (Merck) in n/20 H,SO, oder 0,19 ««'-Dipyridy]! 
(Merck) in n/20 H,SO, hinzupipettiert. Mit Acetatpuffer wird bis zur 
Marke aufgefillt. Im Verlauf einer halben Stunde entwickelt sich die 
Farbe zu ihrer vollen Starke, die sie im Falle des o-Phenantrolins mehrere 
Tage lang und im Falle des ««’-Dipyridyls mindestens 4 Stunden lang 
beibehalt. Ist die Lésung nach dem Auffiillen triibe (eventuell infolge von 
Silikaten), so wird sie unmittelbar (vgl. Asmus, 1941) durch einen feinporigen 
Glasfiltertiegel (Schott 10 G 4) filtriert. Bei der photometrischen Bestimmung 
wird als Kontrolle entweder eine Blindprobe mit den Reagentien oder, 
wenn der Wert dieser Blindprobe konstant gefunden und empirisch fest- 
gestellt ist, destilliertes Wasser verwandt. 


In der Tabelle [II sind die Extinktionswerte des o-Phenantrolin- 
Fel! Komplexes in der griinen und blauen Hg-Linie fiir verschiedene 
Mengen Fe angegeben. Drei verschiedene Reduktionsmittel kamen 
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Tabelle I1]. o-Phenantrolin (py 4,6). 
Extinktion (EF) gemessen 30 Minuten nach Zusatz des Reduktionsmitte!- 
Objektives Spektralphotometer mit monochromatischem Licht (Hg-Linien 














d 2em. Volumen 10 ml. 
2 = 546,1l mu A 435.8 mu 
Fe Sultit Hydrochinon Hydrosulfit Sulfit Hydrochin 
E = - 102 E 4 - 102 E “ - 10° E - -10 E : I 
i / i / j 
2,88 0,042 1,458 0,076 2,634 
3,04 0,043 1,447 0.080 2,632 
5,76 0,083 1,441 0,084 1,458 0,153 2,656 
6,08 0,087 1,431 0,159 2,615 
11,53 0,166, 1,440 0,167 1,448 0,299 | 2,593 
12,15 || 0,174; 1,432 0,315 2,593 
23,06 0,333 1,444 0,336 1,457 0,605 2,624 
24.29 | 0,350 1,443 0,631 2,598 
33,24 0,483 1,453 0,483 1,453 0,871 2,620 
36,44 || 0,521; 1,430 0,940 2,580 
46,12 0,669 1,451 0,668 1,448 1,198 | 2,598 
48,58 0,699 1,439 1.266 2,606 
Mittel : 1,435 1,449 1,452 2,597 2,612 
1,445 2,604 
B = 0,929 - 10° B = 1,674 - 10° 
k 72,3 > = 130,2 


Nach Zusatz von Hydrosulfit zu dem o-Phenantrolin bildet sich 
eine stark gelb gefairbte Verbindung. Diese Reaktion beeintrachtigt 
jedoch die Bildung des o-Phenantrolin-Fe!-Komplexes nicht. Eine 
Extinktion der gelben Verbindung ist in der griinen Hg-Linie nicht be- 


Tabelle IV. o-Phenantrolin + Hydrosulfit. 
Extinktion (F) bei 7 435,8 und 546,1 mu zu verschiedenen Zeiten nac! 
dem Zusatz von Hydrosulfit. 33,2 + Fe in der Probe. d = 2em. Volumen 











10 ml. py 4,6. 


Zeit in E 


Zeit i . : : 
tater E,— 425,8 | #i=5461 | winuten i= 435,8 = Fi = 546,1 
3 1,163 0,473 10 1,322 0,481 
5 1,222 0,478 30 - 0,482 
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merkbar. In der blauen Linie dagegen ist sie so stark, daB jegliche 
Messung unmdéglich gemacht wird. Die Tabelle IV zeigt die schnelle 
Zunahme der Extinktionswerte in diesem Spektralgebiet auf Grund 
des Entstehens der erwahnten gelben Verbindung. 

Die Extinktionswerte des analogen ««’-Dipyridyl-Fe!!-Komplexes 
sind in der Tabelle V (in gleicher Weise wie in Tabelle I1L angeordnet) 
wiedergegeben. Die Extinktion in der blauen Linie ist sehr niedrig 
(s. Tabelle [1) und infolgedessen sind Messungen bei dieser Wellenlange 
praktisch nicht von Wert Deshalb sind nur die Werte fiir die griine 
Linie aufgefiihrt. 

Tabelle V. «a’-Dipyridy] (py 4,6), 
Extinktion (£) gemessen 30 Minuten nach Zusatz des Reduktionsmittels. 
Objektives Spektralphotometer mit monochromatischem Licht (Hg-Linie). 








d 2em. Volumen 10 ml. 
4 = 546.1 mu 
ie Hydrochinon Hydrosulfit 
} ~ 10 E : 10 
5,76 0,104 1,806 
10,88 0,198 1,820 
11,53 0,208 1,803 
21,76 0,394 1,811 
23,06 0,416 1,803 
28,91 0,524 1,813 
36,02 0,655 1,818 
43,52 0,782 1,797 
52,21 0,947 1,814 
Mittel: 1,804 1,812 
1,810 
p 1,164 - 10° 
k 90,5 


Die angefiihrten Messungen beziehen sich auf die Zeit 30 Minuten 
nach Zusatz von Reduktionsmittel und Komplexbildner. Aus den 
Tabellen VIL und VIII ist zu ersehen, daB zu diesem Zeitpunkt die 
Komplexbildung ihre volle Starke erreicht hat. Ein Zeitraum von nur 
10 Minuten, der oft in der Literatur als geniigend angefiihrt wird, ist 
hingegen nicht ausreichend. 

Die Extinktionswerte der Blindproben sind teils auf den Fe-Gehalt 
der Reagentien, teils auch auf das Vorkommen und die Bildung anderer 
gefarbter Verbindungen zuriickzufiihren. Einige Beispiele fiir Blind- 
proben-Extinktionen sind in der Tabelle VI enthalten. Besonders 
markant erscheint die Absorption in der blauen Hg-Linie, die den 
Oxydationsprodukten des Hydrochinons zuzuschreiben ist. 
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Tabelle VI. Extinktionswerte von Blindproben. 
Extinktion gemessen 30 Minuten nach Zusatz des Reduktionsmittel- 
d 2cecm. Volumen 10ml. py 4,6. 





A 435,8 mu 4 546.1 mu 


1. 0o- Phenantrolin-M ethode : 


Es AO Reich Gaile ee SEES oes 0,059 0,020 
Oe | ers gece 0,030 0,006 
fe RRO MAINO 6.5 uid. giv vinie els bud 8-018 190.9 0,130 0,055 
3 Gmne SEC d tc Cu ve waths 0,110 0,040 
ME ONOMUNND 5. 6reigse «Fete oS om eis ins ears ~ 0,095 

2. aa'-Dipyridyl-Methode: 
$ FE PORORMIIONL yi cieisis pve dale bios sles a - 0,065 
ey 2) aeRO Pees ear as a ak - 0,120 
ONS Mrs oe ies ee oe 84 0,105 


Methode bei Anwesenheit von Phosphat, 


Bei Vorhandensein von Phosphat und Kalium in Form von K H, PO, 
(oder Pyrophosphat) wird die Entstehung des Fe-Komplexes bei den 
beschriebenen Methoden stark gestért (Auftreten eines Fe!!-Pyro 
phosphat-Komplexes). Die Bildung des Farbkomplexes wird verzégert 
und die Farbstarke erreicht nicht die der Blindprobe. Beispiele hierfiir 
enthalten die Tabellen VIL und VIII. 


Tabelle VII. Einwirkung von KH,PO, auf die Farbentwickluny 
bei o-Phenantrolin. 
Extinktion (#2) in % des 30-Minutenwertes der Kontrolle zu verschiedenen 
Zeiten nach Zusatz des Reduktionsmittels. 7 546,l mu. Volumen 
10 ml. pu = 4,6. 





Reduktionsmittel : Sulfit Hydrochinon Hydrosulfit 
Zeit in y Fe in der Probe: 48,5 33,2 33,2 
Minuten ; ‘3 i = Fa 

mg KH, PO,: 8,6 8,4 10,6 
5 E 100,3 5,8 99,7 10,1 99,0 85,9 
10 99,9 7,1 100,0 12,8 99,5 87,2 
20 100,1 7,9 99,7 1357 99,7 87,5) 
30 100,0 8,5 100,0 14,1 100.0 88,2 
40 100,2 8,9 99,6 14,2 100,2 88,4 


Die von Schafer (1940) ausgearbeitete o-Phenantrolinmethode, dic 


im folgenden in einer zu spektralphotometrischer Anwendung modifi 
zierten Form benutzt wird, ist hingegen auch bei Gegenwart von Phosphat 
zu gebrauchen. Zwar wird auch in diesem Falle wie bei den oben be. 
schriebenen Methoden die Bildung des Farbkomplexes verz6gert 
jedoch wird nach einer geniigend langen Zeit die Farbstarke der Blind. 


probe erreicht, und diese verbleibt im weiteren Verlauf konstant. 
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Tabelle VIIL. Einwirkung von KH,PO, auf die Farbentwicklung 
bei aa’-Dipyridyl. 

Extinktion (#) in °4 des 30-Minutenwertes der Kontrolle zu verschiedenen 

Zeiten nach Zusatz des Reduktionsmittels. 7 546,l my. Volumen 
10 ml. Pu 4,6. 





Reduktionsmittel : Hydrochinon Hydrosulfit 
Zeit in y Fe in der Probe: 21,8 21,8 
Minuten 

mg KH,PO,: 11,9 21,3 5,6 10.1 
5 ER 91,2 41,1 25,1 98,8 91,8 82,8 
10 97,1 53,7 27,9 99,6 95,1 87,9 
20 99,3 58,2 30,1 100,3 95,8 89,0 
30 100,0 58,6 31,0 100,0 95,9 89.3 
40 100,0 58,7 31,4 100.3 96.0 89,4 


Schaefer gibt eine Stunde als fiir diesen ProzeB hinreichend an, doch 
erwies sich diese Zeit bei der vorliegenden modifizierten Methode als 
zu kurz. MiBt man nach 2 Stunden, so ist, wie aus Tabelle LX. er- 
sichtlich, die maximale Farbstarke mit Sicherheit erreicht. 


Tabelle IX. Einwirkung von KH,PO, auf die Farbentwicklung bei 
o-Phenantrolin (Methode nach Schaefer). 
Extinktion (£) in ° des 30-Minutenwertes der Kontrolle zu verschiedenen 
Zeiten nach Zusatz des Reduktionsmittels, 7 546.1 mu. Volumen 
110ml. P: Fe 710. Pu 2. 








Zeit in y Fe in der Probe: 21,8 Zeit in y Fe in der Probe: 21.8 
Minuten mg KH, PO,: 53,9 | Minuten mg K Hy PO,: 53,9 
5 E 98,8 16,3 75 E 100.0 90,3 
10 99,2 24,2 90 99,9 98,3 
15 100.0 31,0 105 100.2 99.6 
30 1000 49,1 120 100,0 100.1 
45 99,8 64,8 135 100,2 99.8 
60 100,0 79,1 


MeBapparatur. Die gleiche wie bei den oben beschriebenen Methoden. 

Veraschung der Probe (aut feuchtem Wege). 

Die Probe wird in einem Mikro-Kjeldahl-Kolben mit 1 ml konz. H,SO,, 
2 Tropfen konz. HNO, und 4ml H,O versetzt, sodann auf den kalten 
elektrischen Veraschungsofen gestellt und unter allmahlicher Temperatur 
erhéhung bis zum beginnenden Rauchen eingedampft. Nun werden 6 ml 
konz. HNO, in kleinen Anteilen zugesetzt und zwischen jedem Zusatz 
wiederum bis zu beginnender Rauchentwicklung erhitzt. Die Probe ist 
sodann vollstaindig verbrannt und klar. Man gibt nun 10 Tropfen Perhydrol 
(Merck, nicht Tropensorte) hinzu und setzt das Erhitzen tort, bis sich 
abermals Rauch zu entwickeln beginnt. SchlieBlich wird nach Zusatz von 
2ml 2% Na,SO, wiederum bis zum beginnenden Rauchen eingedampft. 
Danach la8Bt man die Probe abkiihlen. 
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Die Weiterbehandlung der Probe. 2 ml etwa II n ( 


20° ige) NH,OH 
Losung werden tropfenweise zugesetzt. 


Sodann gibt man einen Tropfen 
alkoholische p-Nitrophenoll6sung und weiteren Ammoniak 


tropten 
weise 


bis zur Gelbfarbung hinzu. Die Farbe wird nun durch tropfenweisen 
Zusatz von n/2 H,SO, wieder entfernt und daraufhin 0,5 ml 4% Hydro 
chinon (Kahlbaum, Erg. B. 5) in n/20 H,SO, sowie 0,5 ml 1% o-Phenan 
trolin-Hydrochlorid (Merck) in n/20 H,SO, hinzugesetzt. Nach 2 Stunden 
wird die Misehung in einen 10 ml-MeBkolben iibergefiihrt, zweimal! mit 
je l1ml H,O nachgespiilt und schlieBlich mit H,O bis zur Marke aut 
gefiillt. 


Die Extinktionskurve, wie sie sich auf Grund der Messungen im 
Stufenphotometer ergibt (Tabelle I1), liegt fiir diese o-Phenantrolin- 


9 


methode (pu ungefahr 2) etwas hoher als bei der zuvor beschriebenen 


(pu ungefihr 4,6). Der Unterschied ist jedoch nicht so groB, wie 
man auf Grund der Tabelle Il in Schdfers Arbeit (1940) erwarten 


kénnte. 

Die Extinktionskurven haben bei beiden o-Phenantrolinmethoden 
grundsatzlich Verlauf. Die spektralphotometrischen 
Extinktionen verschiedener Fe-Mengen wurden deshalb auch in diesem 


den gleichen 


Falle sowohl in der blauen wie in der griinen Hg-Linie bestimmt. Die 
Ergebnisse sind in der Tabelle X wiedergegeben. 


Tabelle X. 


Extinktion (#) gemessen 2 


o-Phenantrolin (modifizierte Methode von Schaefer). 


Stunden nach Zusatz des Reduktionsmittels. 
Objektives Spektralphotometer mit monochromatischem Licht (Hg-Linien) 








d = 2em. Volumen 10 ml. py 2. 
E - 102 
y Fe = : i 
r) 546.1 mu 4 435.8 mu 
10,88 1,544 2,730 
21,76 1,558 2,744 
43,52 1,563 2,757 
Mittel : 1,559 2,749 
B = 1,002-107 B 1,768 - 10° 
k = 78,0 k 137,5 


Die Messungen werden gegen eine das Reagens enthaltende Blind- 
probe oder, wenn die Extinktion dieser Blindprobe bekannt ist, gegen 
destilliertes Wasser ausgefiithrt. Im letzteren Falle werden die erhaltenen 
Werte um den Wert der Blindprobe korrigiert. Als Beispiel seien die 
folgenden Blindprobenwerte genannt (d — 2): 


2 = 435,8 mu 


546,1 mp 


E = 0,150 
0,065 
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Fehlerbesprechung, 

Bei der Kolorimetrie und Spektralphotometrie werden die 
methodisch bedingten relativen Konzentrationsfehler dc/c (diese Fehler 
sind den relativen Fehlern bei der Messung der Extinktion dL / EF gleich) 
durch die Gleichung 

dE loge di 


E ~ logi i 
ausgedriickt, die man durch Differenzieren der Formel des Lambert- 
Beerschen Gesetzes erhalt. 
In der Kolorimetrie wird die GréBe der geringsten meBbaren Ver- 
anderung der Lichtintensitat, in obiger Gleichung di, des aus der Kii- 
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vette austretenden Lichtes von der Intensitat 7 durch das Vermégen 
des Auges bestimmt, auf Veranderungen der Lichtintensitat zu reagieren. 
Dieses Vermégen folgt dem Weber-Fechnerschen Gesetz: di/i — konst.. 
welches fiir das ganze bei den Messungen in Betracht kommende Inten- 
sitatsgebiet gilt. Der Minimalwert fiir di/i betragt im giinstigsten 
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Falle (gut konstruierte optische Apparatur und geiibter Beobachte: 
in dem Gebiet der maximalen Farbempfindlichkeit des lichtadaptierten 
Auges (bei etwa 556 mu) mindestens 1°. In den angrenzenden Teilen 
des Spektrums steigt d7/i kontinuierlich und hat in den Grenzgebieten 
des sichtbaren Lichtes den Wert 5%. Bei der oben beschriebenen 
kolorimetrischen Methode wird Leitz-Filter SF 5 verwendet, dessen 
optischer Schwerpunkt bei 506 my. liegt. Hier diirfte di/i einen Minima! 
wert von etwa 2% 
obige Gleichung erhalt man fiir die verschiedenen Fe-Mengen die in 


aufweisen. Durch Einsetzen dieses Wertes in die 


Abb. 2 unter A angegebenen prozentualen Konzentrationsfehler. Hier- 
bei ist vorausgesetzt, daB die Konstruktion des Kolorimeters so be- 
schaffen ist, daB die Einstellungsgenauigkeit nicht an und fiir sich schon 
bei Veranderungen der Schichtdicke gréBere Fehler als die berechneten 
verursacht. Man benutzt deshalb eine Graulésung mit # = 0,5 fiir d — | 
und kann bei einer Einstellungsgenauigkeit von 0,1 mm, die leicht durch 
Ablesung mit dem Nonius erreicht werden kann, sicher sein, daB die 
obige Voraussetzung erfiillt ist. Die obere Extinktionsgrenze der Be 
stimmungsmethode liegt etwa bei £ 1,3. Bei einer geringy ren Licht 
intensitat fallen namlich die Messungen nicht mehr in das Gebiet der 
maximalen Kontrastempfindlichkeit des Auges. Bei FE — 1,3 betrigt 
der Konzentrationsfehler fiir di/i — 2% etwa 0,66 %. 

Fiir die subjektive Spektralphotometrie gilt die gleiche Fehler. 
beurteilung. Fiir den o-Phenantrolin-Fe!!-Komplex liegt das Absorp- 
tionsmaximum (Tabelle II) bei ungefahr 500my. Auch bei dieser 
Wellenlange diirfte (di/7) nin % 
die nach der. modifizierten Methode von Schafer behandelt und im 


etwa betragen. Fiir solche Proben, 
Stufenphotometer unter Anwendung des Filters S 50 gemessen wurden, 
enthalt die Abb. 2 unter B ein Diagramm des Konzentrationsfehlers. 
Durch Vermindern der Linge der Kiivette kénnen bis zu 500 y Fe 
bestimmt werden. Bei geeigneter Wahl der Kiivette ist es mdglich 
den Fehler fiir 22 bis 500 y Fe bei etwa 1% zu halten. 

Bei der objektiven’Spektralphotometrie in monochromatischem Licht 
ist dagegen der Quotient di/i nicht mehr konstant. Andererseits ist 
jedoch bei simtlichen Werten fiir 7 die GréBe von di unverandert, 
sofern vorausgesetzt werden kann, da der Registrierapparat in dem 
ganzen MeBbereich fiir 7 auf eine gleiche absolute Intensitatserhéhung 


mit dem gleichen Ausschlag reagiert. Bei Verwendung gasgefiillter 


Photozellen ist dies zutreffend. Fiir diese Zellen ist direkte Proportionali- 
tat zwischen dem Elektrometerausschlag und der Intensitaét des auf 
die Zelle auffallenden Lichtes charakteristisch. Der Wert fiir di bei 
der betreffenden Apparatur wird bei mittelmaBiger Empfindlichkeit 
des Elektrometers durch den kleinsten noch deutlich zu unterscheiden- 


den Elektrometerausschlag bestimmt. di betragt hier — sowohl fiir 


a 


2, = 485.8 wie fiir 7 546.1 my in Y der gréBtmoéglichen Licht 
iy 0 F ow) : 
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intensitat ausgedriickt 7,5-10-2%. Die Kurve der Konzentrations- 
fehler durchlauft ein Minimum (0,47 95) bei dem Maximalwert des Pro- 
duktes 7-(logi). Dies ist der Fall, wenn # = 0.4343. Der Sektor kann 
indessen nur bis zu 50% geéffnet werden, weshalb bei £ < 0.301 der 
Sektor auch fiir die Probe benutzt werden mu. Ist bei dieser Messung 
i = etwa 37%, dh. liegt ¢ im Minimalgebiet der Fehlerkurve, so kann 
die urspriingliche Fehlerkurve benutzt werden. Jedoch muB in diesem 
Falle der Minimalfehler (0.47%) zu jeder einzelnen Messung hinzu- 
gerechnet werden. In der Abb. 2 sind unter C die Konzentrationsfehler 
fiir die beiden benutzten o-Phenantrolinmethoden und die gx’-Di- 
pyridylmethode in zwei Strahlennomogrammen dargestellt, je eines 
fiir die Schichtdicke d = 2 und d — 5. Fiir die beiden o-Phenan- 
trolinmethoden sind die Werte sowohl fiir die blaue (435.8 mu) wie 
fiir die griine (546,1 my)-Hg-Linie aufgenommen, wahrend fiir «x’-Di- 
pyridyl nur die griine Linie in Frage kommen kann. 

Durch weitere Verminderung der Schichtdicke kénnen unter Bei- 
behaltung der Fehlergrenzen (0,5 — 1%) gréBere Fe-Mengen bestimmt 
werden. 

Wird schlieBlich die Empfindlichkeit des Elektrometers erhéht, 
so kann man auf diese Weise erreichen, daB die kleinste, noch ablesbare 
Sektorverainderung einen deutlichen Elektrometerausschlag ergibt. 
Dies ist der Fall, wenn di gleich 1,25 -10-2°% der maximalen Licht- 
intensitat ist. Eine weitere Erhéhung der Elektrometerempfindlichkeit 
hat keine weitere Verminderung von d7 mehr im Gefolge. Bei diesem 
Minimalwert fiir di kénnen noch siebenmal kleinere als die in den 
Nomogrammen angegebenen geringsten Fe-Mengen mit 4% Mebfehler 
bestimmt werden. Das Arbeiten bei dieser hohen Elektrometerempfind- 
lichkeit ist auf Grund der unter diesen Umstanden groBen Labilitat 
des Elektrometerfadens unbequem und zeitraubend und_ erfordert 
auBerdem ganz besonders groBe Genauigkeit hinsichtlich der Konstanz 
der Lichtquelle und der Reinheit der benutzten Chemikalien.  Fiir 
Spezialzwecke kann diese EmpfindlichkeitserhGhung jedoch voll und 
ganz ausgenutzt werden. Die geringste mit 4° MeBfehler bestimmbare 
Fe-Menge betrigt unter diesen Verhiltnissen 0,05 y. 

Bei allen Messungen sind die Pipettierfehler bei der Vorbehandlung 
der Probe auBerdem noch zu beriicksichtigen. Durch médglichste Be- 
nutzung von Kroghschen Spritzen kénnen diese Fehler jedoch unter 
0,5% gehalten werden. 


Zusammenfassung, 

Es wird eine objektive spektralphotometrische Methode zur Kisen- 
bestimmung in organischem Material beschrieben. Diese Methode 
benutzt monochromatisches Licht (Hg-Linien 435.8 und 546.1 my). 
Sie ist auch in Gegenwart von groben Phosphatmengen (Fe: P ~~ 700) 
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anwendbar und griindet sich auf Extinktionsmessungen der Komplexe 
o-Phenantrolin-Fe! und ««’-Dipyridyl-Fel!. Bis zu 0,3 y Fe kénnen 
mit 4% MeBfehler bestimmt werden. In dem Gebiet von 3,9 bis 500 y 
kénnen die MeBfehler zwischen 0,5 und 1% gehalten werden. AuBerdem 
sind etwa 0,5°% Pipettierfehler zu beriicksichtigen. Eine weitere Ver- 
feinerung der Methodik, die die Bestimmung von 0,05 y Fe ermdéglicht, 
wird kurz erwahnt. Eine ausfithrliche MeBfehlerberechnung ist angefiihrt. 


Die vorliegende Untersuchung wurde mit Unterstiitzung des Langman. 
schen Kulturfonds und der Rockefeller Foundation ausgefiihrt. Fiir wert- 
volle Hilfe bei der Ausarbeitung der Methodik bin ich Herrn Dipl.-Ing 
S. Lindvall zu Dank verpflichtet. 
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Kiinstliche Kieme als Hilfsmittel zur Untersuchung 
der Permeabilitiit lebender Membranen. 
LV. Mitteilung: 
Die Penetration von Amylalkohol durch eine Cellophanmembran?,. 
Von 

Eugen Macovski und Vietoria /inea. 

(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Naturwissenschaftlichen 
Fakultat der Universitat Bukarest.) 
(Eingegangen am 17, Dezember 1942.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In den vorangehenden Mitteilungen wurde berichtet, daB es méglich 
sei, die Permeabilitat der Membranen fiir verschiedene chemische 
Verbindungen mit Hilfe der kiinstlichen Kieme quantitativ zu unter- 
suchen, d.h. die GesetzmaBigkeiten festzustellen, nach welchen sich 
die betreffenden Penetrationsvorginge abspielen. Man konnte z. B. 
erkennen, da8 in Wasser geléste Oxalsdure, sowie Kaliumchlorid, 
Kaliumbromid und andere Salze die Cellophanmembran der kiinst- 
lichen Kieme nach dem Diffusionsgesetz von Fick durchdringen?. 

Nun erhebt sich die Frage, in welcher Weise der Durchtritt der 
oberflachenaktiven Stoffe durch die Membranen erfolgt, denn auf 
Grund der bisherigen Literaturangaben scheinen die entsprechenden 
Penetrationsvorgange ziemlich verwickelt zu sein. Es ist z. B. bekannt, 
daB verschiedene Arzneimittel in die Organismen rascher eindringen, 
wenn ihnen geringe Mengen Saponin zugesetzt werden (1. Kofler, 1922), 
daB Salze der Gallensauren die Penetration gewisser Gifte durch das 
Kiemenepithelium der Fische beschleunigen (J. Lopez-Lomba, 1922; 
M. Tiffeneau und C. Torres, 1924), daB Kollodiummembranen in Gegen- 
wart von oberflachenaktiven Verbindungen fiir Hamoglobin }.ermeabel 
werden (R. Brinkmann und A. Szent-Gydrgyi, 1923), daB bei Zusatz 
von Gallensduren verschiedene Verbindungen Placenta rascher durch- 
dringen (LL. Nattan-Larrier und L. Grimard- Richard, 1933), dab einige 
Stoffe bei Zusatz von Alkohol oder Saponin verschiedene kiinstliche 
und natiirliche Membranen mit gréBerer Geschwindigkeit durchdringen 
(A. Rao, 1933) usw. Diese und andere ahnliche Beobachtungen® 


1 III. Mitteilung: diese Zeitschr. 318, 337, 1942. 2 Eugen Macovski 
u. Georgeta Stan, ebenda 310, 255, 1942; 312, 213, 1942; 813, 337, 1942. 

3-Vegl. z. B.: W. Kopaczewski, Traité de Biocolloidologie 4, 388— 389, 
Paris 1934; E. Gellhorn u. J. Régnier, La Perméabilité en Physiologie et en 
Pathologie générale, S. 61-62, Paris 1936. 
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fiihrten zu der Anschauung, dab die oberflachenaktiven Verbindungen 
die Permeabilitat der Membranen fiir die gelésten Stoffe erhéhen und 
somit die betreffenden Penetrationsvorginge beschleunigen. 

Auch ihren eigenen Durchgang durch die Membranen scheinen 
die kapillaraktiven Verbindungen zu fordern, wie es die Untersuchungen 
tiber die Permeabilitat des lebenden Kiemenepitheliums von ,,Atherina 
hepsetus L..°* fiir Cetylchinoleiniumchlorid und fiir Saponin gezeigt haben. 
In der Tat treten bei Atherina in Lésungen der genannten Gifte die 
Vergiftungserscheinungen (Atemfrequenzverminderung) mit steigender 
Giftkonzentration friither auf, als man es nach der auf Grund des 
Diffusionsgesetzes von Fick aufgestellten Vergiftungsgleichung (1) 


(c — Co) tT = Const (1) 


erwarten kénnte!. Um dieses Verhalten der Fische zu erklairen, braucht 
man aber nicht unbedingt eine PermeabilitétserhGhung des Kiemen- 
epitheliums in Gegenwart tensioaktiver Gifte anzunehmen. Eher 
scheint es, daB die genannten Gifte sich an der Grenzflache Lésung 
lebendes Kiemenepithelium infolge der Adsorption anreichern und dank 
der somit an der Kiemenoberfliche hervorgerufenen Konzentrations- 
steigerung in den Tierkérper rascher eindringen 2. 

Nun ist es schwer zu beurteilen, ob die Beschleunigung irgendeines 
Penetrationsvorganges in Anwesenheit eines oberflachenaktiven Stoffes 
durch die ,,Erhédhung der Membranpermeabilitat’, d.h. durch die 
Veranderung der Membraneigenschaften oder durch die ,,Adsorptions- 
vorginge’, d.h. durch die Anreicherung der permiierenden Stoffe an 
der Membranoberflache hervorgerufen ist. Vielleicht sind unter gewissen 
Umstianden beide Mechanismen tatig und es ist nicht ausgeschlossen, 
daB auch andere, bisher noch nicht in Betracht gezogene Faktoren 
dabei mitwirken. Fiir die Klarung des Permeabilitaétsproblems ist die 
Erforschung dieses Gebietes wichtig und nur eine eingehende, syste- 
matische Untersuchung wird imstande sein, etwas Licht auf die hierbei 
herrschenden Gesetzmaibigkeiten zu werfen. Deshalb haben wir uns 
entschlossen, die Penetration oberflachenaktiver Stoffe und die Wirkung 
derselben auf die Penetration anderer Verbindungen durch verschiedene 
Membranen mit Hilfe der kiinstlichen Kieme naher zu untersuchen. 

Fiir die ersten Versuche in dieser Richtung wahlten wir Cellophan- 
membran und Amylalkohol aus folgenden Griinden: Das Verhalten der 
Cellophanmembran der kiinstlichen Kieme gegen die leicht diffun- 
dierenden ,,oberflacheninaktiven’’ Stoffe ist aus den fritheren Unter- 


1 Eugen Macovski u. Eufrosine Macovski, Arch. f. exper. Path, u. Pharm. 
185, 309, 1937; 188, 405, 1938. — 2 Dieselben, ebenda 191, 628, 1939; 
192, 321, 1939. 
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suchungen bereits bekannt; diese Membran ist fiir verschiedene Stoffe 
von kleinem Molekulargewicht (Oxalsiure, Kaliumchlorid, Kalium- 
bromid usw.) geniigend durchlassig und bietet wegen ihrer Haltbarkeit . 
besondere Vorteile fiir die Untersuchungen. Amylalkohol ist eine 
ziemlich stark tensioaktive Verbindung mit verhaltnismabig kleinem 
Molekulargewicht (MG 88.15): er ist im Wasser geniigend léslich, 
um die geplante Untersuchung in dem dazu notwendigen Konzentrations- 
bereich zu gestatten. 
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Abb. 1, An der mit ,,AK“ bezeichneten Stelle ist ein Kapillarglasrohr in den Kautschuk- 
schlauch eingeschaltet 


Um zu erfahren, ob Amylalkohol die Cellophanmembran nach dem 
Diffusionsgesetz von Fick durchdringt oder ob wahrend seiner Pene- 
tration gewisse Abweichungen von dem genannten Gesetz auftreten, 
wurde eine Reihe von Versuchen durchgefiihrt (Apparatur: vgl. Abb. 1). 
Die kiinstliche Kieme wurde in Amylalkohollésungen verschiedener 
Konzentration C,, Co, ..., C,, eingetaucht (Becher B), durch die Kieme 
ein gleichmaBiger Wasserstrom geleitet (Flasche F, Vorwarmer JV, 
Kieme K, GefaiB G) und die aus der Kieme flieBende Fliissigkeit in den 
GefaBen G gesammelt. In jedem Versuch dringt Amylalkohol aus der 
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, auBeren*‘ wasserigen Lésung durch die Cellophanmembran in das 
Innere der Kieme und wird von dort durch das die Kieme durch. 
stromende Wasser in die GeféBe G mitgeftthrt. Ist 4uBere Amylalkohol- 
lésung in gentigender Menge vorhanden, wird sie stark und standig 
geriihrt (Motor R) und dauert der Versuch nicht zu lange, so bleibt 
ihre Konzentration C wahrend des Versuchs praktisch konstant. 

Auch im Inneren der Kieme entsteht nach einiger Zeit eine bestimmte 
Amylalkoholkonzentration c, deren Wert unter anderem von der Ge- 
schwindigkeit des durch die Kieme flieBenden Wasserstromes abhangt 
Dieser c-Wert kann als Ausdruck des ,,kinetischen Gleichgewichts 
zwischen den in die Kieme gelangenden Amylalkohol- und Wasser 
mengen betrachtet werden. In der Tat flieBt am Anfang des Versuchs 
ins GefaB G reines Wasser, dann eine verdiinnte Amylalkohollésung 
von steigender Konzentration hinein, bis schlieBlich die ganze in der 
Kieme vorhandene Wassermenge durch die Lésung von der Konzen- 
tration ¢ ersetzt wird. Ist dieser Zustand einmal erreicht, so dringt 
aus der ,,auBeren‘’ Lésung in das Innere der Kieme unter dem Einfluss 
der praktisch konstanten Konzentrationsdifferenz C —e¢ und wahrend 
der Zeit t die mit s bezeichnete Amylalkoholmenge, die jener Amy|- 
alkoholmenge gleich ist, welche waihrend derselben Zeit ¢ aus der Kieme 
in das GefiB G gelangt. Unter der Aufrechterhaltung obiger Bedin- 
gungen geniigt es, diese Menge s fiir eine Reihe der ,,auBeren‘’ sowie 


,,inneren‘* Konzentrationen C,, Co, ..., Cy, bzw. ¢, cs, ..., ¢, und fiir 
verschiedene Zeitspannen ¢,, ty, ..., t, zu bestimmen, um zu erfahren, 


ob die Penetration von Amylalkohol durch. die Cellophanmembran der 
kiinstlichen Kieme nach der Formel (2) 


8 k(c ~ c)t (2 


des Diffusionsgesetzes von Fick erfolgt!. Wenn es sich um den ,,nor- 
malen‘‘ Diffusionsvorgang handelt, miissen die betreffenden s-, C- 
c- und t-Werte der Gleichung (3) 

(C—c)t 


8 


Constant (3) 


genlgen. 

Die Diffusionsformel (2) bzw. (3) vereinfacht sich, wenn die Ge 
schwindigkeit der durch die Kieme flieBenden Fliissigkeit in allen Ver- 
suchen die gleiche bleibt. Die Fliissigkeitsvolumina v, die in die Ge- 
faBe G wahrend der Zeit ¢ gelangen, werden dann dieser Zeit ¢ direkt 
proportional (4) 


v kyt (4) 
1 Vgl. Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 185, 310, 1937; diese Zeitschr. 
310, 257— 258, 1942. 
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und da die ,,innere** Konzentration ¢ definitionsgemaB gleich (5) 

c ko (5) 
ist, entsteht zwischen c, s und ¢ die Beziehung (6) 

8 = kgct. (6) 


Die Gleichungen (2) und (6) liefern nun die ¢, C-Funktion (7) 
c = e 
0 Const, . (7) 


deren Anwendbarkeit auf den gewahliten Penetrationsvorgang leicht 
gepriift werden kann. Es geniigt dazu, die kiinstliche Kieme in die 
Amylalkohollésungen von verschiedener Konzentration C, (¢ = 1, 2,...,”) 
unter den erwahnten Versuchsbedingungen einzufiihren und nach dem 
Auftreten des ,,kinetischen Penetrationsgleichgewichts* die ent- 
sprechenden Amylalkoholkonzentrationen ¢c,; in den aus der Kieme 
flieBenden Lésungen zu bestimmen. Das Verhaltnis der betreffenden 
Zahlenwerte muB dann nach (7) konstant sein, wenn die Penetration 
nach dem Gesetz von Fick erfolet. 

Dasselbe kann man auch auf anderem Wege erreichen. Unter 
der Beriicksichtigung der Formel (6) nimmt die Beziehung (7) die 
Form (8) an, = 
Or Const, (8) 
die drei Veranderliche: sC und ¢ enthalt. Wird also in allen Versuchen 
eine der Veranderlichen s oder ¢ konstant erhalten, C willkiirlich geandert 
und die andere (¢ bzw. s) jeweils bestimmt, dann kann auf Grund der 
erhaltenen Zahlen die Anwendbarkeit der entsprechenden, aus der 
Formel (8) stammenden Diffusionsgleichungen (9) bzw. (10) 


C't Const, (9) 
73 Const (10) 


auf den gewahlten Penetrationsvorgang vepriift. werden. Im Falle der 
Gleichung (9) mu8 man die Zeitspannen bestimmen, die notwendig 
sind, damit eine gewisse (konstante) Substanzmenge aus den ,,auberen™ 
Lésungen von verschiedener Konzentration in das Innere der Kieme, 
d.h. in die GefaBe G gelangt!. Im Falle der Gleichung (10) wird die 
aus der Kieme strémende Fliissigkeit wahrend einer gewissen, in allen 
Versuchen gleichen Zeit ¢ in den GefaBen G gesammelt und die in diese 
gelangte Substanzmenge in jedem Versuch bestimmt. 


1 Die Formel (9) wurde bereits zur Untersuchung der Permeabilitat 
von Membranen verwendet. Vgl. diese Zeitschr. 810, 259, 277, 278, 1942; 
$12, 217, 224, 225, 1942; 313, 337, 1942. 
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Welche der drei Diffusionsformeln (7), (9) oder (10) bei der Unter 
suchung der Membranpermeabilitat am besten zu gebrauchen ist, hang: 
im allgemeinen von verschiedenen Umstanden ab. In unserem Fal) 
ist die Auswahl durch die zur Verfiigung stehenden analytischen M: 
thoden bedingt. Man kennt namlich keine bequeme Methode, u 
Amylalkohol in den wasserigen Lésungen einfach und rasch zu by 
stimmen. Deshalb ware es schwierig, die Diffusionsformel (10) zu ox 


brauchen. Die Verwendung der Formel (9) ist kaum méglich, da kein 
Methode bekannt ist, um eine gewisse Menge irgendeiner, in die Gefaibe G 
gebrachten Verbindung mittels der aus der Kieme flieBenden Amy! 
alkoholl6sungen direkt zu titrieren und somit die .,Titrationsdauer’ 

zu bestimmen. Die Bestimmung der Konzentration wasseriger Amy! 
alkohollésungen ist hingegen unter der Verwendung physikalische 
Methoden, z. B. durch Messung der Oberflichenspannung, schnell und 
bequem durchfithrbar, so dab es berechtigt erscheint, die Diffusion: 


formel (7) zur Auswertung der Versuchsergebnisse heranzuziehen. 


Die obigen Betrachtungen gestatten uns, den Gang der ganze 
Untersuchung zu erfassen. Die Versuche werden unter der Aufrechit 
erhaltung aller erwahnten Bedingungen ausgeftihrt, welche erlauben 
die Anwendbarkeit der Diffusionsformel (7) auf den betreffenden Vor 
gang zu priifen. Dabei werden die SteighGhen der ,,auBeren™, fiir cic 
Versuche verwendeten, und der entsprechenden ,,inneren’*, d. bh. nac! 
dem Erreichen des ,.kinetischen Penetrationsgleichgewichts’* aus det 
Kieme flieBenden Amylalkohollésungen mittels einer geeigneten Ka 
pillare bestimmt, daraus die Amylalkoholkonzentrationen der beiden 
Reihen von Lésungen abgeleitet und die erhaltenen Konzentrations 
werte in die Diffusionsformel (7) eingefiithrt. Wenn das Verhaltnis ¢ ¢ 
in allen Versuchen praktisch konstant sein wird, so bedeutet dies, dali 
Amylalkohol die Cellophanmembran der kiinstlichen Kieme nach den 
Diffusionsgesetz von Fick durchdringt. Wird aber das Verhaltnis ¢ ¢ 
um so gréBer, je héher die Konzentration des Amylalkohols in de! 
iuBeren” Versuchslésung ist, so ist dies ein Zeichen, daB Amylalkoho 
auf seinen eigenen Durehgang durch die Cellophanmembran — ein 
fordernde Wirkung iibt, d.h. diese Membran rascher als nach dem 
Diffusionsgesetz durchdringt. 

Nun stellen wir uns den einfachsten Fall vor, und zwar dab da- 
Verhaltnis ¢/C in allen Versuchen konstant ist. Um den , plausibelsten’ 
Wert der Konstante K zu berechnen {Formel (7): Const K} uni 
Auskunft iiber die Genauigkeit, mit welcher diese Konstante bestimmt! 
wurde, zu erhalten, wird die Methode der ,,kleinsten Quadrate™ an 
gewandt. Die Rechnung fiihrt man in ahnlicher Weise wie im Fall: 
der Vergiftungsgleichung (11) 


(¢ — €9) (t — To) — Const. (11 
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aust, Man sechreibt zundchst die Funktion (7) folgendermaben auf (12) 


Kk C. v; (12) 
(worin im allgemeinen v; + 0 ist, da die experimentell ermittelten 
c,- und C,-Werte fehlerhaft sind) und erhalt unter der Beriicksichtigung 
der Gleichung (13) 

K K + oOK (13) 
die Beziehung (14) 


a, ee ee (14) 


Hier stellen K und 0K den ,,.Naiherungswert* bzw. die .,Verbesserung*’ 
der gesuchten Konstanten A dar. Unter Einftthrung der Bezeichnung (15) 
P 
: , , 
k 0 b, (15) 


t 


entsteht aus (14) die betreffende Reihe von » Gleichungen (16). 


OK l U.. (16) 


é t 


die man zum Aufbau der sogenannten ,,Normalgleichungen* (17) 


nok ~ {1} 0, | 7 
(Uj oK + [IN fer] | uy) 


heranzieht. Die Auflésung der Normalgleichungen (17) ergibt die Be- 
ziehungen (18) 
; l 
OK S | 
(18) 
ql} fl 
we] Py er. 


Dann korrigiert man den Naherungswert K gema Gleichung (13), 
setzt ihn in die Gleichung (12) ein und berechnet alle v;-Werte. Nun 
ist es leicht festzustellen, ob die Summe der Quadrate dieser v,-Werte 
mit dem aus (17) abgeleiteten [vv|-Wert (18) iibereinstimmt. Ist dies 
der Fall, so kann man die Ausgleichsrechnung an dieser Stelle unter- 
brechen und zur Ermittlung des .,Gewichtes* von 0A. zur Berechnung 
der mittleren Fehler der Konstante K und zur Berechnung des ,,plau- 
sibelsten’* K-Wertes schreiten. Stimmen die beiden [vv|-Werte nicht 
iberein, so muB man den korrigierten K-Wert als einen neuen ,,.Nahe- 
rungswert’’ betrachten und den Ausgleich wiederholen, bis der ge- 


wiinschte Zustand der Korrektur erreicht ist. Dann setzt man den 
erhaltenen Wert von K in Gleichung (19) 
¢= 50 (19) 


[eine andere Form der Funktion (7)| ein und berechnet fiir alle ver- 
wendeten , auBeren’’ Amylalkoholkonzentrationen C die entsprechenden 


1 EBugen Macovski, diese Zeitschr. 310, 313, 1942. 
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Kiin 
Amylalkoholkonzentrationen ¢ der ,,inneren** Lésungen. Der Vergleich ies 
Mais 
der berechneten und experimentell ermittelten c-Werte wird nun er- unter 
kennen lassen, ob die Ergebnisse der Versuche mit den Anforderungen 20,09 | 
der Diffusionsformel (7) iibereinstimmen. leiten 
20,0° | 
Versuchsteil, suche 
eindri 
Die kiinstliche Kieme und die Apparatur, die fiir die Versuche nigen 
verwendet wurden (Abb. 1), sind in den friiheren Mitteilungen ein bis ZA 
‘ teilstr 
aa gehend beschrieben!. Als wore 
Ki | ’ keit u 
iemenmembran cliente durch 
ein nahtloser ,,Cellophan Fliissi 
Dialysierschlauch** — von hohe. 
der Firma ,,Kalle ou “ny 
| ‘ re one | 
Co. A.-G., Wiesbaden 
| 
N Biebrich**, Durchmesse! u 
~ TH pare - ; vergr¢ 
S Blilfs 22mm. — Der fiir di 
So 1p P beson 
3 | ) " Versuche benutzte Amy! Piiew 
SS, rn 1 | ‘ udu 
‘ Alia e | alkohol (Alcohol amy- zwei | 
.— |, sh v licus puriss. pro analysi 0,1 de 
Ry 1 ; 
SS VU, E. Merck) wurde zuerst A 
. i enn ° > 
; destilliert und die zwi der K 
se ‘ 2 ‘ 1 ° “e » 
es schen 130 bis 132°C sie rette | 
1 Ras ’ dersel 
dende Fraktion wurde po 
anal"! ; Chern 
AMAR 9p a zur Herstellung' von Lé seals 
tb sungen herangezogen. allen | 
” I 2 Die Bestimmung de! { 
HP % ia aca me 
c SteighGhe von Amy! 
‘ ‘ achte 
uli alkohollésungen in eine! 
. ' P m / : Wasse 
HW rhermometerkapillare ‘ 
N 1 Abb. 2 konze 
Apparatur vgl. Abb. 2 — 
U ( oo i Nat die Z, 
wurde wie folgt durch 
E MeBer 
geftihrt : ; 
aus il 
i Vor der eigentlichen 
® Bestimmung der Steighéhe , 
i laBt man einen Tropfen 
: sun, 
rauchender Salpeterséur e 
in das Kapillarrohr k von 
oben eindringen, um Spu 
ren von Verunreinigungen 








Abb. 2. Die Dimensionen sind in mm angegeben, Der zu entfernen, und wascht 
Biirettenteil b stammt von einer mit Sehellbachschen Streifen die Biirette b und die Ka 
versehenen Biirette; scitlich ist eine Thermometerkapillare k, ‘ , 
ersehe en Biiretts ; 8 itlich ist eine Thermome erkapillare k pillare k unter Verwendung ah: 
unten ist ein ziemlich enges, passend gebogenes Réhrchen r “ : | 

angeschmolzen. der Vorrichtung » meh 
1 Diese Zeitschr. 310, 256ff., 1942; 312, 213, 1942. , 
Konz.: 
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mals mit destilliertem Wasser und schlieBlich drei- bis viermal mit der zu 
untersuchenden Lésung. Dann beginnt man emen Strom Wasser von 
20,0°C aus einem Héppler Ultrathermostaten durch den Glasmantel m zu 
leiten. Nachdem sich in der Apparatur eine konstante Temperatur von 
20,0° C eingestellt hat, gibt man in die Biirette 6 einige cem der zu unter 
suchenden Amylalkoholl6sung, wartet bis diese L6sung in die Kapillare k 
eindringt (wenn nétig, das Eindringen mittels der Vorrichtung v beschleu- 
nigen), laBt aus der Biirette 6 einen Teil der Lésung durch das Réhrehen r 
bis zu einem gewissen, bei allen Bestimmungen gleichen Teilstrich (Bezugs 
teilstrich) ausflieBen und bestimmt nach einiger Zeit den Stand der Fliissig- 
keit in der Kapillare. Dann andert man ein wenig die Héhe der Fliissigkeit 
durch einen leichten Uber- bzw. Unterdruck (Vorrichtung v!), laBt die 
Fliissigkeit wieder frei auf- bzw. absteigen und bestimmt jeweils ihre Steig- 
hohe. Der arithmetische Mittelwert der beim Auf- und Absteigen des 
Meniskus erhaltenen Endwerte der Steighéhen stellt die gesuchte Steig- 
hohe dar. 

Die Ablesung an der Kapillare wird durch die Benutzung eines schwach 
vergr6Bernden Mikroskops von geniigend groBem Gesichtsfeld erleichtert, 
besonders wenn man ein Okularmikrometer verwendet und die Lange des 
Tubus derart wahlt, daB zehn Mikrometerstriche den Abstand zwischen 
zwei benachbarten Teilstrichen der Kapillare k genau decken. Dann ist 
0,1 des genannten Abstandes bequem ablesbar. 

Am Anfang der Messungen muf man feststellen, welcher Teilstrich 
der Kapillare & dem als Nullpunkt verwendeten Bezugsteilstrich der Bii- 
rette 6 am nachsten liegt: die Differenz in ihrer relativen Hohe wird mit 
derselben Genauigkeit wie oben, d.h. in Zehntel eines Teilstriches der 
Thermometerskala k, bestimmt. Diese Differenz, die nur in einem Aus- 
nahmefall gleich Null sein kann, stellt die Korrektur W dar, die man bei 
allen SteighGhemessungen zu beriicksichtigen hat. 


Um die Amylalkoholkonzentration der Lésungen aus den beob- 
achteten Steighéhen abzuleiten, wird zunadchst die Steighéhe fiir reines 
Wasser und fiir eine Reihe von Lésungen bekannter Amylalkohol- 
konzentration bestimmt (Justierung der Kapillare: Tabelle I). Falls 
die Zahl dieser Lésungen geniigend groB ist, kann man an Hand der 
MeBergebnisse die Amylalkoholkonzentration einer unbekannten Lésung 
aus ihrer Steighéhe linear interpolieren }. 


1 Ein Beispiel fiir die Interpolation: Die SteighGhe einer Amylalkohol- 
lésung von unbekannter Konzentration ist 73,25. Aus der Tabelle I folgt : 


| Konzentr. Steighéhe 


4,60 73,41 : 
x i oe 
9,19 70,20 —— 
1.59 3,12 
d.h.: 0,16 y oder: 2,96 z 
3,12 4.59 3,12 4,59 
y = 0,24 2 4,35 


Konz.: 4,60 + 0,24 — 4,84 Millim./Liter, Konz.: 9.19 1,35 1,84 Millim./Liter. 
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Tabelle 1. Justierung der Kapillare mit Amylalkoholl6sunge: besti 
bekannter Konzentration. (i. U. 
Temperatur: 20,0° + 0,1°C.  Dichte des Amylalkohols: D OS108 in et’ 
Korrektur: W L O05. abs 
aus ¢ 
bliek 
Konzentration des Steighéhe der Flissigkeit in der Kapillare 
Amvlalkohols (in Teilen der Thermometerskala) sprec 
Nr { 
ecm in sans s s F * 
a Millimol Beim Absteigen Keim Aufsteigen : Korrektu: ' ae. 
Leena im Liter des Meniskus des Meniskus — Mittelwert Mittelwer begin 
aufzu 
| 2 O00 183.85 a eee TOV Sos 35,28 55.33 doh. 
: is - 30.6 35.5 35.2 35.0 — 
? 1,400 128.69 WA 40,5 10,1 1,1 10.25 10.30 ; . 
. , hea tcl 10,5 40.4 10.0 40,0 AV, 69 ” I 
15,0 44,9 14,7 44,5 ‘ F 
( Gy qu 2, : : : 8) ( erwal 
, ii sate 15,0 45,0 44,9 44,8 rat me | 
if) qG 5 q ( 19.0) une 
| 0.750 68.94 I - #0 19,0 49, 19.21 19,26 
; 19,4 49,5 19,0 49,0 33 a der k 
‘ a §2,2 51,7 51,5 51,4 ai , 
0.600 99,15 igs rte 44 eae ol, D1L.66 und | 
‘ 2 ™ 1% a 1) 1,2 rt rt it, 
FAD FAD 53.8 53.9 “ samn 
6 0.500 15.96 O42 OA 33,6 ooh 53.91 53.96 é 
4.0 642 Do. 5 9) Kolbe 
aa 57,4 57,2 56,8 57,0 as ae 
0.400 3 ( pobhe: ae ye SR hah D690 DOD sti 
7 57.0 570 56.7 561 4} ) Austi 
“ee 0,5 Gf 50.0 59.8 i , 
Ss O.300 27.8 ey : sh wn cae 60,18 60.25 canta 
re ~ a oo. meyer 
6 64,1 63.9 63.5 ee bi : 
én 18.38 : ; : 28 63 99 me a 
) 200 15,0 64.2 64.3 63,3. 63.2 nent it it lo Mi 
7 70,8 7 69,9 = a . . 
10) 0.100 919 as Lad doc (0,0 69, 70,24 70). 24 rohr « 
70.4 70.7 70.0 70.0 
72g 728 73.0 73.0 aus d 
yOn0 Le ‘ ‘ 1O,*! oO, iO>*% 72 26 a9 
11 0.05 L.60) "3°77 73.6 3) 739 73.36 (O4 nauel 
12 Reines dest. Wasser: benut 
Mittelwert aus 20 Bestimmungen: 76,58 76,63 punk 
CGescl 
Der Gang der Versuche, die zur Untersuchung der Amylalkohol- Hern: 
penetration durch die Cellophanmembran der kiinstlichen Kieme aus- Meng 
gefiihrt wurden, kann folgendermaBen zusammengefaBt werden: die K 
Fiir jeden Versuch gieBt man 2300 ccm Amylalkohollésung von 2198. 
der annahernd gewiinschten Konzentration in den Becher B (Abb. | 7] 
und bringt sie unter standigem, lebhaftem Riihren (Motor R) auf dis alkoh 
Versuchstemperatur (20,69 C + 01°C). Inzwischen wird der Scheide losuny 
trichter der Vorratsflasche F mit destilliertem Wasser gefiillt und det EK I 
Wasserspiegel in der Flasche F auf die nétige Hohe gebracht (i.u. V 4 lassen 
| 38,0 em)1; dann laBt man das Wasser durch die im Zylinder Z Wass 
amen ommmbePin Miche Kieme flieBen. Nachdem sich in der Apparatur die ge vierm 
wiinschte Temperatur eingestellt hat, wird ein kleiner MeBzylinder nachs 
unter das AusfluBrohr der Kieme gebracht und die Zeit in Sekunden 
1 


1 i.u. V. bedeutet: in unseren Versuchen. wird 1 








i 
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bestimmt, welche zum AusflieBen von 10.0 com Wasser notwendig ist 
i.u. V. war die mittlere Geschwindigkeit des Wasserstromes: 10,0 cem 
in etwa 202 bis 266 Sekunden). Dann fithrt man die kiinstliche Kieme 
aus dem Zylinder Z in den Becher B iiber und merkt sich den Augen- 
blick des Eintauchens der Kieme in die Versuchsl6ésung, da der ent- 
sprechende Zeitpunkt den Beginn des eigentlichen Versuchs darstellt. 

Gleich nach dem Eintauchen der Kieme in die Amylalkohollésung 
beginnt man die aus der Kieme tropfende Fliissigkeit in einem GefaB G 
aufzufangen und entnimmt sofort aus dem Becher £ 50,0 cem Lésung, 
d.h. die Menge, welche zur genauen Bestimmung der Amylalkohol- 
konzentration gebraucht wird (Anfaneskonzentration ..A**). 

Nach einiger Zeit (20 bis 30 Minuten). nachdem sich das triither 
erwahnte ,,kinetische Penetrationsgleichgewicht™ zwischen der , auBeren™ 
und .inneren* Fliissigkeit eingestellt hat, wird unter das AusfluBrohr 
der Kieme statt dem GefaiB G@ ein Evlenmeycr-Kolben (EK. 1) gestellt 
und die hineintropfende Fliissigkeit genau wahrend 15 Minuten ge- 
sammelt. Dann wiederholt man die Austauschoperation (Lrlenmeyer- 
Kolben: EK. IL) und notiert den Augenblick (Stunde und Minute) des 
Austausches. Dieser Moment stellt den .,mittleren Zeitpunkt™ ¢,, der 
inneren Probeentnahme* dar |. Nachdem man auch in dem Fyrlen- 
meyer-Kolben LL die aus der Kieme tropfende Fliissigkeit wahrend 
15 Minuten gesammelt hat, stellt man das GefaiB G unter das Ausflub- 
rohr der Kieme zuriick, wartet noch etwa 30 Minuten, entnimmt dann 
aus dem Becher B nochmals 50.0 cem Lésung. die Menge, die zur ge- 
nauen Bestimmung der Endkonzentration ..E* des Amylalkohols 
benutzt wird, notiert den Zeitpunkt des Entnehmens, da dieser Zeit- 
punkt das Ende des Versuchs darsteilt, und ermittelt von neuem die 
Geschwindigkeit des durch die Kieme flieBenden Lésungsstromes. 
Hernach fithrt man die Kieme in den Zylinder Z ttber und miBbt die 
Menge der in dem Becher B gebliebenen Amylalkohollésung. Solange 
die Kieme unbeschadigt ist, findet man im Becher B etwa 2190 bis 
2198 cem Lésung wieder. 

Jetzt schreitet man zur Bestimmung der Steighéhe der Amyl- 
alkohollésungen: Anfangsprobe ,,A** und Endprobe ,,E** der Versuchs- 
losung, sowie die der Fliissigkeiten, die sich in den Lrlenmeyer-Kolben 
EK I und EK IL befinden (den Korrekturwert W nicht auBer acht 
lassen!). Inzwischen laBt man durch die Kieme lingere Zeit destilliertes 
Wasser flieBen und wechselt das Wasser in dem Zylinder Z drei- bis 
viermal, um die Kieme von dem Amylalkohol zu befreien und fiir den 
nachsten Versuch vorzubereiten. 

' Die Zeit, die vom Beginn des Versuchs bis zum Zeitpunkt ¢, vergeht, 
wird im folgenden als ,.Zeitspanne T** bezeichnet. 
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Tabelle 1]. Versuch 21 vom 15. Februar 1942. 
Annihernde Konzentration des Amylalkohols in der Versuchslésung: 8°/5, 
Temperatur: 20,0° + 0,1°C. 





Vor dem Versuch Nach dem Versuch 





Kinzel- Einzel- Mittelwert 
bestimmungen bestimmungen 
AusfluBzeit von 10,0 cem Flissigkeit 206,5 206,1 200,1 201,9 203,8 
aus der Kieme in Sekunden 206,8 201,6 
Zeit des Versuchs Versuchslésung 
Beginn des Versuchs......... 9210’ Vor dem Versuch ........ 2300 cer 
Aufstellen des EKI ......... 9h45’ Zu Beginn, etwa um 912’, 
Aufstellen des EK TI ........ 10400’ zur Analyse entnommen 50,0 
Ende des Versuchs........... 10845’ Am Ende, um 10545’, zur 
Dauer des Versuchs .......... 95’ Analyse entnommen.... 50,0) 
TORI TE 6 5 60.8 a as nw A 50’ Nach dem Versuch ....... 2195 


Bestimmung der Steighéhe. 


Temperatur: 20,0° + 0,19C; W = + 0,05. 





Steighéhe der Fliissigkeit in der Kapillare 
(in Teilen der Thermometerskala) 





Fliissigkeit Probe : : 
Beim Beim Mittel- Korrektur 
Absteigen des Aufsteigendes “Vo Mittel- 
Meniskus Meniskus F wert 
{| 
Dest. Wasser (Kontrolle 
der Reinheit der Ka- | 
PRUE Ve cesses 76.5 76.6 76,4 76.4 76,48 76.53 


,, Aupere Versuchslisung“ 
Anfangskonzentration -Probe 49,6 49,6 49,1 49,2 
vA Il. Probe 49,5 49,5 49,1 49,1 


Se ee a nae I. Probe 50,0 50,0 49,3 49,4 
Endkonzentration ,,E Il. Probe 50,0 50,0 49.5 49.6 


_— 


49,34 49,34 
19,73 49,78 


Innere aus der Kieme 
stammende Lésung 


Pics srs pi I. Probe | 72,0 71,5 | 70,9 70,8 | 

WitesigkeitinEKT = i17 Probe || 71,9 71.2 | 71,0 71,0 | @29 
> > 7 | <4 ”" ” ” 

Flissigkeit in EK II I.Probe |) 71,6 71,4 | 71,0 71,0 | 24 31 


II. Probe} 71,7 71,9 440: 71,0 


Mittelwert der beiden Bestimmungs- 
reihen EK T und II: 71,30 71,35 


Tabelle LI stellt als Beispiel das Protokoll von Versuch Nr. 21 dai 

In ahnlicher Weise wurde eine Reihe von Versuchen mit Amy! 
alkohollésungen verschiedener Konzentration (20°/o) bis 2°/o9) aus 
gefiihrt, deren Ergebnisse in der Tabelle III (Spalten 1, 2, 3, 4, 5, 6.8 
10, 12 und 13) zusammengestellt sind. 
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Auf Grund der erhaltenen Zahlen (Tabelle LIL) kann man nun 
die Anwendbarkeit der Diffusionsformel (7) auf die Ergebnisse de: 
Versuche priifen. Zu diesem Zweck werden zunachst die Anfangs- und 
Kndkonzentration (,,A° und .,E‘‘) des Amylalkohols in den Versuchs 
ldsungen sowie die Konzentration des Amylalkohols in den ,,inneren: 
aus der Kieme stammenden Lésungen (EK [und IL) unter Verwendung 
der in der Tabelle | vorhandenen Zahlen linear interpoliert (Spalten 7 
9 und 11). Dann berechnet man jene ,,auBeren** Amylalkoholkonzen 
trationen C, die dem ,,mittleren Zei¢punkt™ ¢,, der ,,inneren Probe 
entnahme* entsprechen (Spalte 14)!. Weiter ist aus der Tabelle [1] 
(Spalte 5) zu ersehen, daB sich die Geschwindigkeit der durch die Kieme 
flieBenden Lésungen von Versuch zu Versuch ein wenig andert. Da 
aber die beobachteten Abweichungen von dem Mittelwert: 10,0 cem 
in 204.2 Sekunden. ziemlich klein sind, haben wir angenommen, dal} 
sie keinen bedeutenden EinfluB8 auf die Konzentrationen der ,,inneren”’, 
in der Kieme sich bildenden Lésungen tiben. 

In dieser Weise ist also die Konzentration des Amylalkohols in den 


verschiedenen ,,4uBeren’ und den entsprechenden ,,inneren* Losungen 








Tabelle IV. Tabelle V. 

Nr c ( A Nr li 
1 17,93 171,4 0,105 1 + 0,008 
2 13,26 115,7 0,115 2 0,002 
3 9,52 84,88 0,112 3 + 0,001 
4 7,63 67,01 0,114 4 0,001 
5 5.75 51,56 0,112 5 0,001 
6 1,84 41.77 0.116 6 0,003 
7 3,39 29,49 0,115 vi 0,002 
2,23 18,72 0,119 8 0,006 
+) 1,79 15,84 0,113 9 + 0,000 
Mittelwert: 0,113 [1] - 0,004 

[Ud] L Q,000 12 


ermittelt (Tabelle II], Spalten 11 und 14, vgl. Tabelle IV). Nun setzt 
man die erhaltenen Zahlen in die Diffusionsformel (7) ein und berechnet 
fiir jeden Versuch den entsprechenden Wert der Konstanten K. Wie 
aus der Tabelle IV zu ersehen ist, fallen alle berechneten K-Werte 
geniigend nahe aneinander. Daraus folgt, daB die Penetration des Amy!- 
alkohols durch die Cellophanmembran der kiinstlichen Kieme nach dem 
Diffusionsgesetz von Fick erfolgt. 

Wiinscht man den ,,plausibelsten‘’ Wert der Konstante K aus den 
Ergebnissen der Versuche zu berechnen, so nimmt man den K-Mittel- 
wert (Tabelle IV) als den Naherungswert K dieser Konstanten an. 
Dann lassen sich nach (15) die Werte von /; fiir alle Versuche (Tabelle V) 


1 Vgl. diese Zeitschr. 310, 270— 272, 1942. 
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und nach (18) die Werte von 0K und jvv) ermitteln. Man erhalt: 
OK - 0.00044 und {rv} OO4OL2. so dab der korrigierte A-Wert 
nach (13) praktisch gleich +- 0,113 bleibt. Dies bedeutet, dah die 
,-Werte, die man nach (12) zu berechnen hat, mit den nach (15) er- 
mittelten /,-Werten gleich sind, so daB auch die betreffenden [er|- und 
//\-Werte iibereinstimmen,. Folglich kann man den Ausgleich an dieser 
Stelle unterbrechen. 

Die weiteren Rechnungen stellen keine Schwierigkeiten dar. Der 
mittlere Fehler einer Gleichung ist 


[vr] = 
ll J = | 0.0038 87 


n bedeutet die Anzahl der Versuche). Der mittlere Fehler der Kon- 
stanten K hat dann den Wert: 


fi T 
MK O.00] 29. 


VP 


px stellt das Gewicht der Konstanten A, d.h. den Koeffizienten von 











OK in der Normalgleichung (17) dar}. Fiir den ,,plausibelsten’* Wert 
von K erhalt man somit: AK 0,113 + 0,001. Dies bedeutet, dal 
sal a eee | 
nn : ’ , Milinal/ titer | 
labelle VI. K = 0,113. dena 
6 
Nr. ( e gef. ec ber, | 
1 171,4 17,93 19,37 { . | 
2 115,7 13,26 13,07 Cc | 
3 84,68 9,52 1,59 P es | | 
4 67,01 7.63 (,0 ¢ vA ‘ } 
5 51,56 5,75 5,83 / M-GN3 +4001 | 
6 41,77 4,84 1,72 u—_f Ae EE 
7 21,49 3,30 3,33 ae 
5 18,72 2,23 2,12 4 
9 15,84 1,74 1,79 ff" s-  2 
Ce hijihin 
Abb 


der ..wahre’’ A-Wert mit der Wahrscheinlichkeit 0,68 innerhalb der 
angegebenen mittleren Fehlergrenzen liegt. 

Jetzt kann man mit Hilfe des erhaltenen A-Wertes fiir alle 
verwendeten Amylalkoholkonzentrationen der ,,auBeren’ Versuchs- 
lésungen die entsprechenden Konzentrationen des Amylalkohols in 
den ..inneren‘’, d.h. in der Kieme entstehenden Lésungen nach (19) 
rechnerisch ermitteln (Tabelle VI). Aus der Tabelle VI folgt, dab die 
berechneten c-Werte mit den experimentell gefundenen befriedigend 
iibereinstimmen. Dies ist auch aus der graphischen Darstellung (Abb. 3) 
deutlich ersichtbar: die experimentell ermittelten Amylalkoholkonzen- 
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trationen der ,inneren** Losungen (kleine Kreise) fallen mit geniigende: 
Genauigkeit auf die Gerade 0 —F’, welche die Funktion (7) darstellt 
Daraus kann man schlieBen, daB die Penetration des Amylalkohols 
durch die Cellophanmembran nach dem Diffusionsgesetz von Fici 
erfolgt. 

Abnorm grobe Fehler kommen in unseren Versuchen nicht vor 
da der mittlere Fehler einer Gleichung 1 0.00387, d.h. 0,004 ist 
und keiner der in der Tabelle V vorhandenen Fehler (/; — v;) den Wert 
von 2 — 0,008 tiberschreitet. (Nur der /-Wert im Versuch Nr. | liegt 


an der Grenze). Auch auf das Vorhandensein systematischer Fehler 
ist kaum zu schlieBen, da die Fehlerverteilung eine zufallige zu sein 
scheint. In der Tat ist die Vorzeichensumme gleich — 2 (vgl. TabelleV), 
d.h. daB sie innerhalb der Grenzen )9 | 3 liegt, und nach dem 
epee 2 [vv] We , 
Kriterium von Abbe: icon oe 1,26 innerhalb der mittleren 
%—— | + 3 

! - 
Fehlergrenze 1 + , 1,00 +: 0,33 fallt. 

n 


In den obigen Versuchen trat also die erwartete fordernde Wirkung. 
welche Amylalkohol als eine oberflaichenaktive Verbindung auf seinen 
eigenen Durchgang durch die Cellophanmembran tiben sollte, nicht 
zum Vorschein. Bevor man aber eine Deutung fiir dieses Verhalten 
gibt, ist es notwendig diese Untersuchung auf andere Membranen und 
andere oberflachenaktive Verbindungen auszudehnen. Deshalb werden 
wir in der nachsten Mitteilung tiber die Penetration oberflachenaktiver 
Alkohole durch die Darmmembran berichten und die dabei herrschenden 
Gesetzmabigkeiten naher behandeln. 


Zusammenfassung, 


Wenn kapillaraktive Verbindungen, wie es aus der Literatur folgt 
die Permeabilitat von Membranen fiir geléste Stoffe erhéhen, so miissen 
sie auch thre eigene Penetration durch die Membranen férdern. Um 
die Richtigkeit dieser Folgerung zu priifen, wurde die Penetration von 
Amylalkohol durch die Cellophanmembran mit Hilfe der kiinstlichen 
Kieme untersucht. Dabei hat sich erwiesen, dab Amylalkohol, im Be 
reiche der verwendeten Konzentrationen und unter den angewandten 
Versuchsbedingungen, auf seinen eigenen Durchtritt durch Cellophan 
keinen férdernden EinfluB iibt, sondern daB er die genannte Membran 
nach dem Diffusionsgesetz von Fick durchdringt. — Bei dieser Gelegen- 
heit wurde erkannt, daB die Gleichungen: c/C — Const, Ct = Const 
und s/C - Const, welche aus dem Diffusionsgesetz von Fick stammen, 
zur Untersuchung der Membranpermeabilitaét mit Hilfe der kiinst 
lichen Kieme verwendet werden kénnen. 
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Uber die Natur der reduzierenden Substanz. 
die die Vitamin C-Bestimmung mit Tillmans’ 
Reagens stirt. 

Von 
Curt Enders, 
unter Mitwirkung von Richard Zellweger und Sigurdur Sigurdsson 


(Aus dem Laboratorium fiir angewandte Chemie, Technische Hochschule 
Miinchen. ) 


(Eingegangen am 26, Januar 1945.) 


In letzter Zeit mehren sich die Feststellungen tiber die mangelnde 
Spezifitat von 7T'illmans’ Reagens (2, 6-Dichlorphenolindophenol) zur 
Vitamin C-Bestimmung (1). Insbesondere zeigte sich, dali beim Er- 
hitzen, Trocknen oder Résten von organischen Materialien, wie es bei 
der Bereitung von, Nahrungsmitteln haufig stattfindet, Substanzen 
vebildet werden, die die Vitamin C-Bestimmung mit 2, 6-Dichlor- 
phenolindophenol stéren, weil sie selbst Ti/lmans’ Reagens reduzieren, 
aber keine antiskorbutischen Eigenschaften besitzen (2). Man_ hat 
durch verschiedene Verfahren versucht, diese Stérung der Vitamin C- 
Bestimmung auszuschalten (3). Obwohl man sich der groBen Bedeutung 
dieser analytischen Fehler fiir die Beurteilung des Vitamingehalts von 
Nahrungsmitteln und die auf ihr basierende Aufstellung von Vitamin- 
bilanzen fiir die menschliche Ernahrung bewult ist (4), fehlt eine genaue 
Kenntnis iiber die Natur der die Vitamin C-Bestimmung st6renden 
Substanzen. Es wurde 6fters die Vermutung ausgesprochen, dai die 
dem Vitamin C nahestehenden ,,Reduktone’ (5)!, z. B. das eigentliche 


CH—OH 
Redukton Oxymethylglyoxalenoi: C—OH und ihnen  verwandt 
Us r 
CH-OH 
Koérper (6), wie die Glucinsdure: CH mit der charakteristischen, 
COOH 


1 Im folgenden sind unter Reduktonen ganz allgemem die unter den 
Bedingungen der kolorimetrischen Vitamin C-Bestimmung, also im sauren 
Medium, Jod bzw. Tillmans’ Reagens reduzierenden Korper ohne anti 
skorbutische Wirkung verstanden, ohne dai dabei gesagt ist, daB diese 
Verbindungen mit dem eigentlichen Redukton (Oxymethylglyoxalenol) iden- 
tisch sind. 
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das Reduktionsvermégen bedingenden Atomgruppierung 
OH OH 


bzw. der durch eine benachbarte Doppelbindung aktivierten Eno! 
vruppe fiir das Nichtvitamin C-Reduktionsvermégen besonders von 
erhitzten Nahrungsmitteln verantwortlich zu machen ist. Diese Ve: 
mutung entbehrt jedoch ihrer Berechtigung, da die Reduktone nac! 
bisheriger Kenntnis nur bei der alkalischen Zuckerspaltung entsteher 
und wie kiirzlich Aréner und Lamel {[l. ¢. (1)] fiir Trocken 
speisekartoffeln ausgefiihrt haben diese Bedingungen meist nicht 
vegeben sind, 


Auch die Bildune der stark .reduzierenden Reduktinsaure (7) 


HO—C—C—OH 


aus Pentosen und Uronsauren erfolet ebenfalls unter Bedingungen 
(Kochen mit heiBber, verdiinnter Schwefelsaiure), die be: der Aufbereitung 
von Nahrungsmitteln nicht vorliegen. Von weiteren Analoga det 
Ascorbinsaure (8), die bisher svnthetisiert wurden und z, B. auch im 
Reduktionsvermégen gegen 7%llmans’ Reagens wenigstens prinzipiell 
mit Vitamin C tibereinstimmen, wurde noch keines in natiirlichem 
Material auftgefunden. : 

AnlaBlich eingehender Untersuchungen tiber Melanoidine (9), mit 
denen wir uns seit mehreren Jahren beschaftigen, wurde gefunden, dal 
die Melanoidine durch ein ausgepriagtes Reduktionsvermégen gegentibe! 
dem Harnsiurereagens auf Cystin, dem Folimschen Phenolreagens und 
in alkalischem Medium gegeniiber Dichlorphenol-Indophenol aus 
vezeichnet sind. Es wurde schon damals darauf aufmerksam gemacht, 
dal} diese Reagentien in melanoidinhaltigen Lésungen nur mit Vor 
behalt angewendet werden kénnen. 

Da selbst nach zw6lfstiindiger Extraktion eines Standardmela 
noidins mit Chloroform seine Suspension noch eine Blauung des Folin 
eagenzes hervorruft, wurde angenommen, dab irgendwelche Reaktion 
nebenprodukte, die das Melanoidin begleiten, fiir dieses Reduktion 
vermogen nicht verantwortlich sind. 

Bei der Diskussion der Méglichkeiten des Reaktionsverlaufs det 
Melanoidinbildung wurde aber darauf hingewiesen, dab die nach Eule 
und Mitarbeitern (10), Haehn und Piilz (11), sowie Lieben und Bau 
minger (12) in Aldehyd- bzw. Zucker-Aminoséure-Svstemen au ftretenden 
feduktionsvermoégen fiir die einleitende Phase der Melanoidinbildung 
von Bedeutung sind. Es wurde weiterhin bemerkt, daB es nicht unwahr- 
scheinlich ist, daB die ., Reduktone einen wesentlichen Bestandteil auch 
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dieser reduzierenden Zucker-Aminosaure-Gemische ausmachen’. denn 
die reduzierenden Eigenschaften der Melanoidine sind bereits in farb- 
losen Zucker-Aminosdure-Gemischen nachweisbar (13). 

Damit war erstmals angedeutet, daB zum Verstandnis derjenigen 
Stoffe, die die Vitamin C-Bestinimung stéren. der Melanoidinreaktion 
Beachtung geschenkt werden miisse, 

Von Hartong und Ludert (14) wurde nun kiirzlieh die bedeutsame 
Feststellung gemacht, dai Tillmans’ Reagens reduzierende Stoffe, die 
sie ebenfalls als ,,Reduktone* bezeichneten, beim Kochen von Zucker- 
losungen auch in schwach saurem Bereich (py 5,4), wie es beispielsweise 
in Brauereiwiirze vorliegt, auftreten. Da sich diese reduzierenden 
Stoffe nicht adsorbieren lieBen, wurde geschlossen. dali es sich um 
einfache niedrigmolekulare Kérper handelt. Ihre Bildungsgeschwindig- 
keit ist stark vom px der Lésung in der Weise abhingig, dali sie mit 
abnehmendem px abfallt. Die Pufferanionen sind auf die Bildung 
ohne EinfluB. In Gegenwart von Glykokoll also unter den Be- 
dingungen der Melanoidinreaktion werden mehr der reduzierenden 
Stoffe gebildet, als aus Zucker allein. Hartong nahm an, dal} dies darauf 
beruht, da die reduzierenden Eigenschaften der ,.Reduktone und 
der Melanoidine superponiert werden. Eine Trennung dieser beiden 
von ihm als Ursache des Reduktionsvermégens angesehenen Kom- 
ponenten .durch Noritadsorption gelang nicht: die Reduktionskraft 
der ohne und mit Glykokoll erhitzten Zuckerlésungen nahm in gleichem 
Mabe wie die Farbe ab. Daraus muB also gefolgert werden, dal fiir 
das Reduktionsvermégen gefairbte Kondensationsprodukte  verant- 
wortlich sind. In wenig oder nicht gepufferten Glucoselésungen tritt 
dureh Kochen keine feduktionswirkung auf, 

Hartong schreibt dazu: ..Es findet also merkwiirdigerweise in 
reinen GlucoselOsungen eine Sdaurebildung statt. welche das Fort- 
schreiten der Reaktion unmoéglich macht.** 

In Fortfiihrung unserer Untersuchungen tiber Melanoidine hatte 
sich mittlerweile ergeben, daB als Intermediadrprodukt der Melanoidin- 
als auch der Karamelbildung Methviglvoxal reagiert, das aus einem 
C,-Spaltprodukt der Zucker leicht gebildet wird, das wir, da seine 
Konstitution noch nicht sicher steht, vorlaufig als Triose X bezeichnet 
haben. Dieser Kérper steht im Gleichgewicht zum Zucker und mub 
offenbar als die reaktionsfahige Form desselben fiir sein Reduktions- 
vermOgen verantwortlich gemacht werden (15). Da die Zucker-Triose X- 
Gleichgewichte im selben Sinne von der Wasserstoffionenkonzentration 
abhangig sind, wie die von Hartong beobachtete,,Redukton*- Bildung, 
lag es nahe, zu untersuchen, ob die Triose X bzw. ihr fabbares Stabili- 
sierungsprodukt, das Methylglyoxal, fiir die Bildung der in saurem 
Medium Tillmans’ Reagens reduzierenden Substanzen beim Kochen 
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von Zuckerlosungen mit und ohne Glykokoil verantwortlich ist. Ins 
besondere erschien es wissenswert, ob die bei der Melanoidinbildung 
entstehenden reduzierenden Stoffe mit den oben erwahnten ebenfalls 
zur Reduktion von Tillmans’ Reagens befahigten Kérpern (Redukton 
Cilucinsaure, Reduktipsaure ) identisch sind bzw. welche chemische 
Natur sie sonst besitzen. Zu diesem Zweck wurde zunachst das 
teduktionsvermégen der aus Methylglyoxal und Glykokoll in wasserige: 
Lésung gebildeten Melanoidine in Abhangigkeit von der Erhitzungs 
dauer untersucht. 

Wasserige Lésungen von Methylglyoxal (1°9,) und Glykokoll (1% 
wurden in verschlossenen Reagensglasern im Wasserbad von 90° verschieden 
lang erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurden je 5cem der Lésung mit iiber 
schiissiger n/LOO Jodlésung versetzt und dann sofort mit n/100 Thiosulfat 
losung mit Starke als Indikator zuriicktitriert. Da die Lésungen sauer 
sind (px 3,5), ist das Reduktionsvermégen gegen Jod ebenso ein Kriterium 
fiir die ,,.Redukton**-Bildung, wie das Entfairbungsvermégen gegen 2, 6-Di 
chlorphenol-Indophenol. 

10 cem der Lésung wurden gleichzeitig mit destilliertem Wasser aut 
100 cem verdiinnt und ihre Farbtiefe als prozentuale Lichtabsorption im 
Lange-Kolorimeter gemessen. Mit reinen 1°%igen Methylglyoxallésungen 
(pe 2,25) blieb die Reduktionskraft gegen n/1l00 Jodlésung auch nacl 
liangerem Erhitzen auf dem geringen Anfangswert von 0.1 cem n/100 Jod 
lé6sung pro 5 cem stehen. Da auBerdem in den glykokollfreien Methylglyoxa! 
losungen unter den eingehaltenen offenbar wesentlich milderen als dei 
von Hartong angewendeten Bedingungen keine Verfirbung auftrat, ist 
in Tabelle | nur der Anstieg des Reduktionsvermégens und der Zufarbung 
in der verschieden lang erhitzten Lésung von 1° Methylglyoxal und 1°, 


Glykokoll (py 3,35) angegeben. 


Tabelle 1. Abhangigkeit von Reduktionskraft und Farbtiefe de: 
aus Methylglyoxal mit Glykokoll in wasseriger Lésung ge 
bildeten Melanoidine von der Erhitzungsdauer. 





1% Methylglyoxal 1 % Methylglyoxal 
Er- 1% Glykokoll (pH 3,35) Br- + 1% Glykokoll (py 3,35) 
hitzungs- hitzungs- — 
dauer a) Braunfirbung  b) Reduktions- dauer a) Braunfirbung b) Reduktions 
in % Licht- kraft in ecm in % Licht- krait in ecm 
absorption n/100 J,-Lésung absorption nj/100 J,-Lésung 
0’ 0 0,1 [h 15 ye 
1 0 0,2 Z 33 2,6 
5 0 0.3 3 47 3,0 
10 1 0,4 4 58 3,3 
20 a 0,9 5 67 4.6 
30 6 iS 





Aus Tabelle I ist zu ersehen, daB die Reduktionskraft der aus 
Methylglyoxal und Glykokoll gebildeten Melanoidinlésung mit de: 
Farbvertiefung parallel ansteigt. Unter intensiven Kochbedingungen 
z. B. iiber freier Flamme, nimmt die Reduktionskraft wesentlic! 


sehneller zu und erreicht fiir 5cem der anvevendeten Lésung eine! 
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Verbrauch von 5ccm n/100 Jodlésung. Unter solchen Bedingungen 
wird auch in glykokollfreien Zuckerlésungen die Bildung der Reduk- 
tone gemaiB den Beobachtungen von Hartong erméglicht. 

Durch die Versuche wird also unsere Vermutung bestatigt, dab 
die Triose X bzw. deren Stabilisierungsprodukt, das Methylglvoxal, 
tatsachlich fiir die Bildung der ,,Reduktone’: verantwortlich ist. Uber 
die Natur der reduzierenden Kérper sagen sie jedoch nichts aus. Denn, 
so sehr man auch bei der formalen Verwandtschaft zwischen Methyl- 
glyoxal und dem eigentlichen Redukton (— Oxymethylglyoxalenol) 
geneigt sein kénnte, anzunehmen, das es niedermolekulare Stoffe, 
vielleicht gar Oxymethylglyoxalenol selbst, sind, so spricht doch die 
Tatsache dagegen, daf die Farbung mit der Reduktionskraft parallel 
lauft und eine Trennung durch Adsorption nicht mdéglich ist. In 
Ubereinstimmung mit den obigen Ausfiithrungen mu deshalb an- 
genommen werden, dal die reduzierende Wirkung mindestens zu einem 
Teil durch gefarbte Produkte offenbar Zwischenstufen der Mela- 
noidinbildung hervorgerufen wird. Eine Aufklirung iiber die Natur 
der reduzierenden Verbindungen ist deshalb aus dem Reaktionsverlauf 
der Melanoidinreaktion zu erwarten. Uber diesen ist jedoch bis jetzt 
nicht wesentlich mehr bekannt, als daB es sich um eine durch Amino- 
verbindungen unter physiologischen Bedingungen ermdéglichte Aldol- 
kondensation von Methylglyoxal unter gleichzeitigem Einbau des 
Aminosaure-N in das Molekiil (gemischte Polykondensation) handelt. 
Da die Zwischenstufen der Aldolkondensation von Methylglyoxal nicht 
bekannt sind, studierten wir zunachst die analoge Aldolkondensation 
des Acetaldehyds, die nach Fischer und Marschall (16) ebenfalls unter 
dem Einflu8 von Aminosiuren beschleunigt wird und zu braunen, 
melanoidinahnlichen Produkten fiithrt und als Vergleichsmodell geeignet 
scheint, weil bei ihr verschiedene Zwischenstufen (Krotonaldehyd, 
Hexadienal, Oktatrienal) zuganglich sind. 

Nachdem sich in Vorversuchen gezeigt hatte, daB auch bei dieser 
Reaktion ein starkes Reduktionsvermégen gegeniiber Tillmans’ Reagens 
im neutralen und sauren Medium auftritt, wurde die Zunahme des 
Reduktionsvermégens und der Farbtiefe bei der durch Glykokoll 
ausgelésten Kondensation von Acetaldehyd und von Methylglyoxal 
gleichzeitig verfolgt. 

Die in Tabelle Il angefiihrten Lésungen wurden bei Zimmer- 
temperatur in verschlossenen Schliffkolben stehengelassen und in den 
angegebenen Zeitabstainden jeweils 1 cem der Lésung entnommen, mit 
tiberschiissiger n/100 Jodlésung versetzt und dann sofort mit n/100 
Thiosulfatlésung zuriicktitriert. Eine andere Probe von 1 cem wurde 
mit destilliertem Wasser auf 100 cem verdiinnt und die Farbtiefe dieser 
Lésung im Lange-Kolorimeter ermittelt. 
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Tabelle Il. Zunahme von Farbtiefe und Reduktionsvermégen von 
Lésungen von Acetaldehyd bzw. Methylglyoxal und Glykokoll 
bei gewOhnlicher Temperatur. 





10% Acetaldehyd + 10% Glykokoll 10% Methylglyoxal + 10 % Glykokoll 
Reaktions- (PH ~ 4,2) (PH = 3,5) 
zeit ia ayes 


. ; 0 Se : he 
% Absorption ecm 1/100 Jz % Absorption com. n/100 Jz 


Std. Verbr./1 ecm Verbr./1 cem 
0 0 0,5 0 0,2 

0,5 I 0,8 i 0 0,25 
1 2 0,9 | l 0,3 

19 23 1,6 \ 3 1,5 

24 31 2,0 5 1,7 

16 61 | 2,1 a 2,5 


Die Bildung der reduzierenden Kérper erfolgt in mit der Zeit 
fortschreitendem Mae sowohl aus Acetaldehyd als auch aus Methyl- 
glyoxal und Glykokoll. Obwohl die Farbzunahme bei der Acetaldehyd- 
kondensation bedeutend starker ist als bei derjenigen vom Methyl- 
glyoxal, ist das Reduktionsvermégen nach Ablauf der beobachteten 
Reaktionszeit etwa gleich groB. Dies deutet darauf hin, daB die bei 
der Melanoidinbildung aus Methylglyoxal auftretenden Zwischen- 
stufen bedeutend starker reduzieren als diejenigen, die bei der Aldol- 
kondensation des Acetaldehyds auftreten. Es scheint, als ob fiir das 
Reduktionsvermégen die Belichtung von Einflu} ist, denn die Zunahme 
ist nach dem Stehen iiber Nacht geringer als bei gleichlangem Stehen 
im Tageslicht. 

DaB tatsichlich die bei den Aldolkondensationen auftretenden 
Zwischenprodukte die Ursache des Reduktionsvermégens auch gegen 
Tillmans’ Reagens und Methylenblau sind, konnte durch entsprechende 
Versuche mit Krotonaldehyd, sowie den nach Kuhn und Hoffer (17) 
zuginglichen weiteren Kondensationsstufen Hexadienal und Okta- 
trienal nachgewiesen werden. 


Tabelle ILI. Reduktionskraft von verschiedenen Aldehyden 
gegentiber Tillmans’ Reagens und Methylenblau. 





Hitze Kiilte 
nHC! |. | nnaOH | nC | nNaOu 
sauer neutral alkaliseh sauer neutral alkalisch 
Krotonaldehyd .... - . ofthe L 
Hexadienal ....... a ee Et of oh he ft zs ats 
Oktatrienal ....... _ 44 + bf n jo 


Ohne die zugesetzten Substanzen tritt eine Entfarbung des Farb- 
stoffs bei den verwendeten Aciditatsstufen nicht ein. 
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Eine deutliche rasche Entfarbung der Redoxindikatoren  tritt 
also in saurem Gebiet erst bei den Polyenalen mit mindestens 
6 C-Atomen ein. 

Das Reduktionsvermoégen ist zwar geringer als das von Vitamin C, 
wie Tabelle [V erkennen laBt, in der der Jodverbrauch von jeweils 
10mg Substanz angegeben ist. 


Tabelle IV. 





Substanz ecm n/100 Jo-Lésung 
WMG, ed tio wate gd Ga ca eA cena 11,4 
ae | re a 0,3 
Hexadienal, frisch destilliert ........ 0,8 
CORURUPIOMRL GIG 6 65.ccc cv cwsnae vleloaae 0,1 
Oktadienal, frisch destilliert ........ 0,5 


Das Reduktionsvermégen des frisch destillierten Hexadienals ist 
also etwa 7% desjenigen von Vitamin C. 

Die geringe Reduktionskraft der sich vom Acetaldehyd ableitenden 
Polyenale hangt vielleicht damit zusammen, dai} diese K6rper nur 
schlecht wasserléslich sind. 

Das starke Reduktionsvermégen der Aldolkondensationsprodukte 
von Acetaldehyd und von Methylglyoxal mit Glykokoll ist auch im 
Verhalten gegen das Reagens von Ariyama (Arsen-Phosphorwolfram- 
siure) zu erkennen. Versetzt man Acetaldehyd mit diesem Reagens, 
dann tritt (nach Zusatz von Natriumeyanid und Sodalésung) keine 
Farbung des Reagens auf, wahrend nach Zusatz von Glykokoll und 
Bildung der braunen Kondensationsprodukte eine deutliche bis starke 
Blaufarbung gebildet wird. Reiner Krotonaldehyd gibt keine Blau- 
firbung. Fiihrt man jedoch die Kondensation durch Zusatz von Alkali 
weiter, so tritt auch hier eine starke Blaufarbung ein. Hexadienal und 
Oktatrienal dagegen reagieren sehr stark. Erwartungsgema}} reagiert 
auch Vitamin C intensiv mit Ariyamas Reagens. Auch Melanoidine 
aus Methylglvyoxal und Glykokoll sprechen stark auf driyamas Reagens 
an. Der Befund, daB die bei der Aldolkondensation von Acetaldehyd 
auftretenden Polyenale durch ein Reduktionsvermégen auch gegen 
Tillmans’ Reagens in saurem Medium ausgezeichnet sind, scheint uns 
im Verein mit der oben mitgeteilten Tatsache, das auch die bei 
der Aldolkondensation des Methylglyoxals gebildeten braunen Mela- 
noidine diesen Farbstoff als auch Jod in saurer Lésung zu reduzieren 
vermogen, zu der Annahme zu berechtigen, daB analoge Zwischen- 
produkte bei dieser Reaktion als Trager der reduzierenden Eigenschaften 
angesehen werden miissen. Obwohl der Stickstoff der Aminosauren im 
Endprodukt der Methylglyoxalverharzung, den Melanoidinen, irgendwie 


26 * 
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eingebaut ist, ist aus Analogie zu schlieBen, daB auch die unter dem 
beschleunigenden EinfluB8 der Aminosaiuren aus Methylglyoxal ge 
bildeten priméren Kondensationsprodukte N-frei sind. 

Uber die tatsichliche Natur der Kérper — deren Synthese analog 
den Bedingungen der Polyenalsynthese aus Acetaldehyd nicht gelang 
da Methylglyoxal unter den entsprechenden Bedingungen wie Acet- 
aldehyd kein mit Wasserdampf fliichtiges Kondensationsprodukt 
bildet kénnen nur Vermutungen ausgesprochen werden, Vielleicht 
handelt es sich um bisher noch nicht isolierte Ketoxypolyenale, di 
man sich durch Aldolkondensation aus zwei oder mehreren Molekiilen 
Methylglyoxal, entsprechend folgender Formulierung, entstanden denken 
kénnte: 


Oo O 0 Oo 
g.c-oo—c" +n,0-08—c —+ 40-00" 0" co 
O ‘O vA O 
0 
On 0 all On 
0 
OH 
H 0 
H,c=—c—c=c—c7— cH 
H | H Oo 
OH 


Das ausgepragte Reduktionsvermégen dieser Korper ware dann 
wie bei Vitamin C durch die aktivierte enolische OH-Gruppe an det 
Doppelbindung verstandlich. 

Moéglicherweise spielen auch eine Acyloinkondensation und die 
dabei leicht mégliche Endiolgruppierung bei der Ausbildung der stark 
reduzierenden Stoffe eine Rolle: 

os a te) 0 0 0 
H,c-c—cH + >c-c#—cH, — H,c—cH—c"—c——c—on, 
O O | 
ie a ae 
H,C—CO—0=—-0-—_0-—_H, 


Wie bereits erwahnt, diirfte dagegen eine — trotz der nahen formalen 
Verwandtschaft zu Redukton (Oxymethylglyoxalenol) — reaktions 
fihige Form des Methylglyoxals: fiir die reduzierenden Eigenschaften 
der Melanoidine nicht verantwortlich sein. Man beobachtet zwar beim 
Alkalisieren von Methylglyoxal nach kurzer Zeit die Bildung eine! 
leuchtend gelben Substanz, die bei rechtzeitigem Ansaéuern verschwindet. 
Die Parallelitat zwischen Farbtiefe und Reduktionsvermégen, det 
negative Ausfall der Hartongschen Adsorptionsverstiche wie auch das 
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Reduktionsvermégen von Hexadienal und Oktatrienal weisen jedoch 
darauf hin, daB ein niedermolekulares Umlagerungsprodukt des Methyl- 
glyoxals, das hier offenbar vorliegt, fiir das Reduktionsvermégen der 
Melanoidine nicht in Frage kommt. 

Als Ursache des starken Reduktionsvermégens, das beim Erhitzen 
bzw. Roésten von pflanzlichem Material auftritt, muB nach den obigen 
Darlegungen die stets in mehr oder minder grobem Umfange statt- 
findende Karamelisierung der Zucker bzw. unter Beteiligung von Amino- 
sauren ermoéglichte Melanoidinbildung angesehen werden, Die als Mutter- 
substanz sowoh! des Karamels als auch des Melanoidins erkannte 
Triose X bzw. deren Stabilisierungsprodukt, das Methylglyoxal, sind 
offenbar auch die Grundkérper, die zu diesen, den Vitamin C-Gehalt 
verfalschenden reduzierenden Stoffen in Form primarer Kondensations- 
produkte, vielleicht von Ketoxypolyenal- oder Acyloinstruktur, Anlab 
geben. Wenn auch das Reduktionsvermégen der als Modell fiir die 
aus Methylglyoxal entstehenden Reduktone anzusehenden Aldol- 
kondensationsprodukte des Acetaldehyds, auf die Gewichtseinheit be- 
zogen, wesentlich geringer ist als das von Vitamin C, so sagt dies nichts 
aus iiber die Grobe der méglichen Vitamin C-Verfalschung, da je nach 
dem Ausgangsmaterial erhebliche Mengen dieser nicht antiskorbutischen 
teduktone gebildet werden kénnen und — wie gezeigt — das Reduktions- 
vermégen der aus Methylglyoxal gebildeten reduzierenden Koérper 
offenbar bedeutend gréBer ist als das der entsprechenden Acetaldehyd- 
kondensationsprodukte., 

Es ist daher ein zusatzlicher, scheinbarer Vitamin C-Gehalt in 
den Nahrungsmitteln stets dann zu erwarten, wenn die Bedingungen 
fiir die Karamel- bzw. Melanoidinbildung gegeben sind. Die letztere 
tritt besonders leicht ein, wenn das betreffende Material, wie z. B. 
Kartoffeln, einen hohen Eiweib-, insbesondere Aminosaurengehalt 
aufweist.- Eine verlaBliche Trennungsmethode der thermisch gebildeten 
reduzierenden Kérper von dem natiirlichen Vitamin C besteht unseres 
Wissens noch nicht. Vielleicht geben die hier mitgeteilten Befunde 
iiber die wahrscheinliche Natur dieser Stoffe und ihre Entstehung aus 
dem Methylglvoxal einen Hinweis fiir die Ausarbeitung einer sicheren 
kolorimetrischen Vitamin C-Bestimmungsmethode. 
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Giirungsfermente 
im Blutserum von Tumor-Ratten. 
Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 11. Januar 1943.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Unser letzter Beitrag zur Garung der Tumoren waren die Arbeiten 
von Kubowitz! und Nakashimé vom Jahre 1929, iiber den Stoffwechsel 
der Kaltbliiter-Netzhaut. Wir haben damals das Gebiet verlassen, weil 
die zur Verfiigung stehenden Methoden ausgenutzt, die vorhandenen 
Fragestellungem beantwortet waren. 

Inzwischen entstand die Fermentchemie, mit ihren neuen Methoden, 
Fragestellungen und Moéglichkeiten. 


1. Girung der Tumoren, 

Bestimmt man die Milchsaure in den zu- und abfiihrenden Gefaben 
von Tumoren, so findet man?, daB die Tumoren Milchsaure an das Blut 
abgeben. In den abfiithrenden GefiBen der Placenta gravider Tiere 
dagegen findet man’ nicht mehr Milchséure als in den zufiithrenden 
GefaBen. In beiden Fallen war das sauerstoffiibertragende Ferment 
der Zellen mit Sauerstoff gesattigt. Die Tumorzelle gart also im Kérper, 
wahrend sie atmet; die embryonale Zelle gairt unter den gleichen Be- 
dingungen im K6rper nicht. 

Seitdem ist kein Tumor, wie er auch entstanden sein mag, gefunden 
worden, der nicht gart: und es ist kein Versuch beschrieben worden, 
aus dem hervorginge, daB ein normales Gewebe im Kérper gart, wenn 
sein sauerstoffiibertragendes Ferment mit Sauerstoff gesiattigt ist. 

Die Garung der Tumoren ist also geblieben. Thre Bedeutung aber 
ist dadurch gewachsen, da’ in den langen Jahren nach der Entdeckung 
der Tumorgarung keine andere chemische Besonderheit der Tumorzelle 
gefunden worden ist. Die stereochemische Abartung der Tumorproteine 
war ein experimenteller Irrtum. Das latente Virus der Tumoren, durch 
das die Regel auf einige seltene Ausnahmen zuriickgefiihrt werden 

1 F. Kubowitz, diese Zeitschr. 204, 475, 1929: M. Nakashima, ebenda 
204, 479, 1929. Ferner diese Zeitschr. 191, 395, 1927; 193, 315, 1928; 


197, 175, 189, 1928; 204, 482, 1929. 20. Warburg, F. Wind u. FE. Nege- 
lein, Klin. Wochenschr. 5, 829, 1926. 3 FF.) Wind u. K. v. Ocettingen, diese 


Zeitschr. 197. 170, 1928. 
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sollte, ist nicht gefunden worden und muB heute als nicht vorhanden 
betrachtet werden. 

Beides, die stereochemische Abartung der Tumorproteine und das 
latente Virus der Tumorzellen, war nach unseren Arbeiten von vorn- 
herein wenig wahrscheinlich. Denn die Garung der Tumoren ist eine 
stereochemisch reine |-Milchsduregérung!. Und die Garung der Tumoren 
entsteht nicht durch Fermente, die den normalen Kérperzellen fehlen ; 
sondern durch Fermente, die in allen normalen Kérperzellen vor- 
kommen. Was in der Tumorzelle besonders ist, sind nicht die Fermente. 
sondern das Zusammenwirken der Fermente. 


2, Netzhaut, 


Gegen die Tumorgarung ist eingewendet worden, da wir normale 
Gewebe gefunden haben, die in vitro in den ManometergefaBen garen ; 
z. B. die Warmbliiternetzhaut. Da jedoch die Kaltbliiternetzhaut 
in vitro nicht girt? und da man die Kaltbliiternetzhaut unter Be- 
dingungen, unter denen die Warmbliiternetzhaut prapariert wird, zur 
Garung bringen kann8, ist anzunehmen, da die Warmbliiternetzhaut 
im Korper nicht gart. 

Allgemein ist dazu zu sagen, dab unsere manometrischen Methoden, 
soviel auch mit ihnen entdeckt worden ist, doch nicht zum MaB aller 
Dinge erhoben werden diirfen. Uber das Verhalten der Zellen im Kérper 
kénnen nur Versuche im Ko6rper entscheiden. 

Fiir die Tumoren ist durch Versuche im Korper festgestellt worden, 
daB sie in vitro und im Korper gleich stark giren. Aber der Muskel, 
der im manometrischen Versuch in vitro gart, hat im Kérper einen 
reinen Oxydationsstoffwechsel, wenn sein sauerstoffiibertragendes Fer- 
ment mit Sauerstoff gesattigt ist. 

Den Stoffwechsel der Netzhaut im Korper durch Milchsaure- 
bestimmungen in den zu- und abfithrenden GefaBen zu untersuchen, 
wird schwierig sein. Nehmen wir aber an, es gelange und es stellte sich 
dabei wider Erwarten heraus, daB die Warmbliiternetzhaut im Korper 
gart, was ware dann zu tun? 

Der eine wird sich sagen, daB bei der Vielgestaltigkeit der belebten 
Welt kein biologisches Erscheinungsgebiet so .,scharf geschnitten™ sein 


wird, daB nichts einzuwenden bliebe; und er wird auf der Garung der 


Tumoren weiterbauen. Der andere wird warten, bis alles geklart ist. 


10, Warburg, diese Zeitschr. 160, 307, 1925. 2 BE. Negelein, ebenda 
165, 122, 1925. — ® F. Kubowitz, ebenda 204, 475, 1929; M. Nakashima, 


ebenda 204, 479, 1929. 
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3. Neue Fragestellung, 
Wenn im Korper eine Wechselwirkung besteht zwischen Tumor- 
zellen und normalen Zellen — was wahrscheinlich ist —, so mu sich 
Tumorserum in irgendeiner Weise von Normalserum unterscheiden. 
Die alteste und am nachsten liegende Fragestellung beziiglich des 
Serums — ob Normalserum Tumorzellen schadigt haben wir 1927 
mit der manometrischen Anordnung untersucht!, die sehr geringe Wir- 
kungen hatte anzeigen miissen. Wir haben keine Spur einer Schadigung 
gefunden. Unsere neue Fragestellung ist, ob Tumorserum Garungs- 
fermente enthalt, geht also von der Garung der Tumoren aus. 
Fiir diese Untersuchung waren die neuen optischen Methoden 
hervorragend geeignet. Jedes der 11 Garungsfermente, durch deren 
Zusammenwirken die Milchséuregéarung entsteht, kénnen wir durch 
einen spezifischen optischen Test nachweisen und bestimmen, sei es, dab 
1 Ferment vorliegt, sei es, daB ein Gemisch aller 11 Fermente vorliegt. 
Die Serummengen, die wir fiir die Bestimmung eines Ferments benutzten, 
betrugen 0,05 bis 0,2 cem. Es sei hervorgehoben, dab die Empfindlich- 
keit der verschiedenen Teste, auf die Wirkung bezogen, gleich ist. Wenn 
also von den 11 Garungsfermenten das eine gefunden wird und das 
andere nicht, so sind die Unterschiede nicht durch die Methoden bedingt. 
Die Versuchstiere waren Ratten. Die Tumoren waren in die Bauch- 
héhle geimpfte Jensen-Sarkome, die wenig nekrotisierten. Wir fanden: 
1. dafSZ Normalserum Zymohexase, Isomerase, reduzierendes Garungs- 
ferment und zwei der phosphatiibertragenden Garungsfermente 
enthalt; 

2. daB das reduzierende Garungsferment und die beiden phosphat - 
ubertragenden Garungstermente in 'Tumorserum nicht vermehrt sind; 

3. daB Zymohexase und Isomerase in Tumorserum sehr erheblich 
vermehrt sind, wenn die Tumoren groB sind: 

4. daB Zymohexase und Isomerase in Graviden-Serum nicht vermehrt 
sind. 

Wir beschranken uns in dieser Arbeit auf die Zymohexase. Um 
die GréBe der Zymohexasewirkungen, die wir in Serum gefunden haben, 
zu veranschaulichen, vergleichen wir sie mit einer allbekannten Er- 
scheinung, der Glykolyse im Blute, die von den Zellen des Blutes her- 


rihrt. Die Zymohexasewirkung in Normalserum ist etwa gleich der 


Glykolyse in Normalblut. Etwa neunmal gréSer ist die Zvmohexase 
wirkung in Tumorserum, wenn die Tumoren gro sind. 

Der Zymohexasegehalt, selbst des Normalserums, ist also recht 
betrichtlich. Trotzdem gart das Serum im Korper nicht. Denn dem 


1H. A. Krebs u. F. Kubowitz, diese Zeitschr. 189, 194, 1927. 
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Serum fehlen nicht nur die zur Garung notwendigen Co-Fermente. 
sondern auch der gréBere Teil der 11 zur Garung notwendigen Fermente. 

Warum das eine Garungsferment in Normalserum vorkommt, das 
andere nicht; warum das eine Garungsferment in Tumorserum ver- 
mehrt ist, das andere nicht, sind Fragen, die wir noch nicht be- 
antworten kénnen. Wir werden untersuchen, ob die Tierart dabei 
eine Rolle spielt oder die Tumorart, oder ob es die chemische Kon- 
stitution der Garungsfermente ist, auf die es ankommt. 


4, Gewinnung yon Serum oder Plasma, 


Das Blut wurde mit einer Spritze aus dem Herzen von Ratten ent- 
nommen, die erstickt oder mit !/,9) ihres Gewichts 20 %iger Athyl- 
urethanl6sung (subcutan) narkotisiert waren. In manchen Versuchen 
schien es, dal} die Narkose den Fermentgehalt des Normalserums ein 
wenig erhéhte, so daB wir Tétung durch Erstickung vorziehen. 

Zur Gewinnung von Serum gaben wir das Blut aus der Spritze in 
eisgekiihlte Zentrifugierglaser, lieBen bei 0° gerinnen und zentrifugierten 
bei 0°, LaBt man bei héherer Temperatur gerinnen, so enthalt das 
Serum Brenztraubensdure, die den Zymohexasetest stért. Denn das 
reduzierende Garungsferment, das in jedem Serum vorhanden ist, 
bewirkt, daB die Brenztraubensiure hydriertes Pyridinnucleotid oxy- 
diert und dadurch die Ausschlige im Zymohexasetest verzégert. 
Brenztraubensaure im Serum wird also beim Zymohexasetest dadurch 
erkannt, daB der Test eine Induktionszeit zu haben scheint. — Hamolyse 
ist nach Méglichkeit zu vermeiden, da die roten Blutzellen (vgl. Ab- 
schnitt 8) Zymohexase enthalten. Die Auflésung von 1/4) cem roter 
Blutzellen in 1 cem Serum wiirde den Zymohexasewert des Normal- 
serums erzeugen; etwa zehnmal geringer ist die Himclyse, die bei der 
Gewinnung von Gerinnungsserum vorkommen kann. ‘'m Test erkennt 
man die Hamolyse und ihren Grad durch eine Erhéhung des to-Wertes 
der Testlésung. 

Zur Gewinnung von Plasma gaben wir das Blut aus der Spritze in 
1/3; Volumen 0,7% NaCl, 1,1% Nag-Citrat. Dann wurde zentrifugiert. 

- Plasma hat den Vorteil, daB es leichter ist, véllig blutfarbstofffreie 
Fliissigkeiten zu gewinnen; aber den Nachteil, daB Citrat eine kérper- 
fremde Substanz ist, noch dazu ein Komplexbildner fiir Magnesium 
und Calcium. Citrat hemmt die Zymohexase nicht. Diejenig 1 Garungs- 
fermente jedoch, die dissoziierende Magnesiumverbindungen sind, 
kénnten durch Citrat gehemmt werden und diirfen nicht ohne besondere 
Kontrollen in Citratplasma bestimmt werden. 

Haltbarkeit. Der Zymohexasegehalt von Serum oder Plasma anderte 
sich bei 0° im Laufe von 24 Stunden nicht. 
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5. Bestimmung der Zymohexase, 

Der optische Zymohexasetest ist vor kurzem ausfiihrlich beschrieben 
worden!, Nur wurde hier, da Serum bei 340 my absorbiert, bei to 
statt der zu priifenden Fermentlésung das Arseniat zugegeben. Wiirde 
man bei ft) das Serum zugeben, so ware die erste Ablesung-un- 
brauchbar. 

Das Volumen der Testlésung war 3 ccm, der Lichtweg beim Test 
etwa 05cm. Die Testlésung wurde folgendermaben aus ihren Kom- 
ponenten zusammengesetzt : 

2,15 cem Wasser 
0,3 4, m/10 Pyrophosphat, py 7,1 
0,1 4, = 0,6mg Pyridinnucleotid 
0,1 .» hexosediphosphorsaures Na (6 mg P/cem, px 7,5) 
0,20 ,, Serum oder 0,2 cem Plasma (= 0,267 ccm Citratplasma) 
0,05 ,, = 0,25 mg oxydierendes Ferment 
22,90 cem; px der Mischung 7,54. 


Bei t, 0,l eem 5,4% Na,HAsO,:-7H,0. 


Die Menge Serum, die man zu einer Messung braucht, hangt von 
der Temperatur und der Versuchszeit ab. Bei 20° und einer Versuchszeit 
von 60 Minuten war die veeignete Serummenge 0.2: 3cem, also die 
Serumverdtinnung 1: 15. 
Ware das Serum knapp, 
so wiirde man die Tem- 
peratur und die Versuchs- 
zeit erhéhen und wiirde 
z. B. bei 38° und einer 
Versuchszeit von 2 Stun- 
den mit 0,02 cem Serum 
auskomme :. 





6. Ergebnisse, 





norma! — 


Eine Versuchsreihe orn 
gat 


ist in der Abbildung 1 
graphisch dargestellt. 





Sieht man von den ersten o ee 
5 Minuten ab, so ist der Abb. 1. Optische Zymohexasebestimmung in Blut- 
Reaktionsverlauf fast ge- plasma von Ratten. 20°. Schichtdicke 0,574 em. 


— . Plasmaverdiinnung 1:15. 
radlinig, bis das ge- 
samte Pyridinnucleotid der Testlésung hydriert worden ist. Unter 
r : . ty 
unseren Testbedingungen war das der Fall, wenn 1 In 2.2 war. 


1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 314, 149, 1943. 
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Aus der Abbildung sieht man: 
1. da Normalplasma Zymohexase enthalt : 
2. daB Tumorplasma mehr Zymohexase enthalt als Normalplasma ; 
3. daB das Tumorgewicht eine Rolle spielt, wenn auch die Ausschlage 
keineswegs proportional den Tumorgewichten sind. Bei Tumor- 
gewichten von 2 g¢: 200g fanden wir im allgemeinen noch normale 
Werte, bei Tumorgewichten von 5g: 200g schon erhéhte Werte: 
4. daB Graviden-Plasma nicht mehr Zymohexase enthalt als Normal- 
plasma. 

Die Embryonen-Gewichte betrugen bis zu 17 g: 200g. Wir fanden 
keinen EinfluB des Lebensalters, der Jahreszeit, des Ernahrungs- 
zustandes auf den Zymohexasegehalt des Normalplasmas oder des 
Tumorplasmas. 

+. Umrechnung der Ergebnisse, 

Da bei Gegenwart von Isomerase 1 Molekiil hydriertes Pyridin- 
nucleotid die Bildung ven 1 Molekiil Triosephosphat anzeigt, so kann 
man aus den optischen Messungen die Geschwindigkeit Ac At der 
Triosephosphatbildung berechnen : 

° 1 In *o 


c-B-d, An’? = Ae-Bed. 


Ae 


it 4p (bo. 


to 
_ 

Ferner kann man, wenn man die optische MeBanordnung mit 
reiner Rattenzymohexase der Konzentration ¢ geeicht hat, die Kon- 
zentration c, der Zymohexase im Plasma berechnen : 


to 


ae por . (am?) 


sia At C» At e’ 


Z 
.Sieht man von dem extrem hohen Wert fiir Tumorplasma (Ab- 
bildung im vorhergehenden Abschnitt) ab, so ist das Ergebnis der Um- 
rechnungen, bezogen auf unverdiinntes Plasma: 





Triosephosphat* in 1 ecm 
Plasma pro Stunde bei 
20° gebildet 


Zymohexase 
in leem Plasma 


Normalplasma... . 10 emm 0,28 
Tumorplasma .... bis 84 ,, bis 2,28 y 
* 1 Mol. Triosephosphat 22 400+ 103 cmm. 


S. Zymohexasegehalt von Zellen, 
Wie im Blutplasma, so haben wir auch in Zellen der Ratte die 
Zymohexase mit der optischen Methode bestimmt. 
Rote Blutzellen wurden mit Kochsalzlésung gewaschen und mit 
dem neunfachen Volumen Wasser cytolvsiert. 0,05 cem des Cytolysats 
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0.005 cem Zellen wurden zu 3 cem Testlésung gegeben. Die Meb- 
zeit betrug 1 Stunde. 

Gewebe wurden unter Zusatz von Sand mit der dreifachen Menge 
Wasser zerrieben, Von der zentrifugierten Fliissigkeit wurde soviel zu 
3ccem Testlésung gegeben, daB die Ausschlage pro Minute hinreichend 
grols waren. 

Leber und Niere enthalten sehr wenig Zymohexase. Fiir andere 
Zellarten fanden wir: 





Zellart Verdiinnung der Zellsubstanz jin ~ fiir d 0,574 em 
im Test 
bei 20° 
Xote Blutzellen....... 1: 600 0,25 in 60 Min. 
Mi Soh Sn ig CNS da oe 1: 120 Se Se 
NN oo akg og, as Sip 6g 1: 120 | Se eter 
PUM 51a: giav's Sac’ ee ele ei 1: 1500 Ost. 1 + 


Rechnen wir diese Ausschlage wie in Abschnitt 7 um, so erhalten wir: 





Triosephosphat in 1 cem 
Zellart unverdiinnter Zellsubstanz 
bei 209 pro Stunde gebildet 


Zymohexase in 1 ccm 
unverdiinnter Zellsubstanz 


Rote Blutzellen ......... 420 cmm 11,4 ; 

Whe cee NEN Ss ete ae 27 
ME os esa hewn yen 3200 ,, 87 ; 
0 ee eee 54000 ,, 1460° 


Aus diesen Zahlen kénnen wir berechnen, wieviele Zellen ihre 
Zymohexase an lecm Blutplasma abgeben miiBten, um die Zymo- 
hexasekonzentration von dem Normalwert auf den Tumorwert zu 
bringen. Wir finden: 


; Rote Blnizellen............... O17 ecm 
"EVEROOPMGUOH |... .. os. ac ss .. 10.023 
WHIGKGIRGIION. ......5scccscceds 0.0014 


Anmerkung 1. Nach friiheren manometrisehen Messungen! betragt 
die anaerobe Glykolyse der roten Blutzellen in leem Normalblut bei 38° 
pro Stunde 42cmm Milchsaéure. Bei der gleichen Temperatur betriagt die 
Zymohexasewirkung in 1 ecm Tumorplasma 

4,5 +84 — 370 cmm Triosephosphat pro Stunde, 


d.h. die Zymohexasewirkung in 1 ccm Tumorplasma ist neunmal so groB 
wie die Glykolyse in 1 cem Normalblut. 

Anmerkung 2. Wenn die Glykolyse in 1 cem Normalblut bei 38° pro 
Stunde 42cmm Milchséiure betrigt, so ist die Glykolyse in l cem roter 
Blutzellen 

42/0,4 = 105emm Milchsaure pro Stunde. 


1 0. Warburg, F. Kubowitz u. W. Christian, diese Zeitschr. 242, 170, 1931. 
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Bei der gleichen Temperatur betrigt die Zymohexasewirkung in 1 com 
roter Blutzellen 
4,5 - 420 1900 cmm Triosephosphat pro Stunde. 


Man sieht daraus, daB die roten Blutzellen rund 18mal soviel 
Zymohexase enthalten, wie sie fiir ihre Glykolyse brauchen, In roten 
Blutzellen ist also die Zymohexase nicht das limitierende Ferment der 
Glykolyse. 

Anders die Tumorzellen. Berechnet man aus dem Zymohexase- 
gehalt der Tumorzellen den Quotienten Q? fiir 38°, so findet man 





eM 
gr» 4,5 - 3200 » cmm _Triosephosphat 
M 1000 mg Tumor » Stunden. 
4 


das ist nicht viel mehr, als der manometrisch gefundene (Q-Wert fiir 
die anaerobe Glykolyse der Tumorzellen (Q¥? bis 40). 

Die Zellen des Jensen-Sarkoms enthalten also nicht viel mehr 
Zymohexase, als sie fiir ihre Glykolyse brauchen. In diesem Fall kénnte 
die Zymohexase das limitierende Ferment der Glykolyse sein. 


9. Herkunft der Zymohexase des Tumorplasmas . 

Spritzt man Ratten Zymohexase in die Schwanzvene, so ver- 
schwindet das eingespritzte Ferment schnell aus dem Kreislauf. Z. B. 
spritzten wir 100 mg reines Ferment ein — das ist etwa die Ferment- 
menge, die das ganze Tier enthalt und fanden, daB nach 24 Stunden 
98 % aus dem Kreislauf verschwunden war. Aus derartigen Versuchen 
ist zu schlieBen, da eine dauernde Erhéhung des Zymohexasegehalts 
des Plasmas nur zustande kommen kann, wenn dauernd Zymohexase 
an das Blut abgegeben wird. 

, Das Nachstliegende ist, an zerfallende Tumorzellen als - Quelle 
der Zymohexase zu denken. Dann sollten nekrotisierende Tumoren 
den Zymohexasegehalt des Plasmas starker erhéhen als nicht nekroti- 
sierende. Und man sollte in den Tumorvenen mehr Zymohexase finden 
als im Gesamtblut. Beides ist nicht der Fall. 

Eine zweite Moéglichkeit ware, da die Zymohexase des Tumor- 
plasmas aus normalen Kérperzellen stammt; aus Blutzellen oder aus 
Muskelzellen, die also unter dem Einfluf der Tumoren Ferment an 
das Plasma abgeben oder zerfallen miiBten. 

DaB rote Blutzellen unter dem EinfluB von Tumoren zerfallen, 
ist wahrscheinlich, da Tumorratten, wenn die Tumoren gro sind, 
andimisch sind. Aber wir haben keinen Parallelisinus zwischen Anamie 
und Zymohexasevermehrung im Blute gefunden. Insbesondere war 
die Zymohexasevermehrung im Plasma unabhangig davon, ob die 
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Tumoren unter die Riickenhaut oder in die Bauchhéhle geimpft 
waren; wahrend die Anamie bei Tieren mit Bauchtumoren wesentlich 
groBer ist. 

Die ergiebigste Quelle der Zymohexase waren die Muskelzellen, 
die in der Volumeneinheit rund 1300mal sovie! Zymohexase enthalten 
wie die roten Blutzellen. Wiirde die Zymohexase von 1 cem Muskel- 
substanz an das Plasma etiier Ratte abgegeben, so wiirde der Zynio- 
hexasegehalt des Plasmas auf/das 500fache des Normalwertes steiven. 
Die Zymohexase von 1 ccm Muskelsubstanz wiirde geniigen, um den 
Zymohexasebedarf ven 20 ccm Tumorsubstanz zu decken. 


10, Blutplasma von Menschen, 


Im Blatplasma tumorkranker Menschen haben wir keine Ver- 
mehrung der Zymohexase gefunden. Die Zymohexasebestimmung im 
Plasma ist also, wie zu erwarten war, keine ,,Tumorreaktion‘‘. Denn 
2% des Korpergewichts des Menschen sind rund 1,5 kg, und der- 
artige Mengen von Tumorzellen kommen beim Menschen sehr selten vor. 

Blutplasma gesunder Menschen enthalt, in bemerkenswert kon- 
stanter Konzentration, Zymohexase; der Wirkung nach verglichen etwa 
halb soviel wie das Blutplasma gesunder Ratten. 


11. Nachtrag (31. 1. 1943). 

Fur diejenigen, welche die optischen Einrichtungen nicht zur 
Verfiigung haben, sei bemerkt, daB man die Zymohexase im Plasma 
auch mit unsern alten manometrischen Methoden nachweisen und 
bestimmen kann, z. B. in folyender Anordnung: 


Hauptraum: 0,90 cem Wasser 


0,20) ,, m/2 Bicarbonat 2240 emm 
0,30 ,,  Pyridinnucleotid 1,8 mg 60 emm 


0,05 ,, hexosediphosphorsaures Na 0,3 mg P 224 emm 
Triosephosphat 

0,20) ,, 2%iges Glykokoll 

0,05 ,, oxydierendes Garungsferment 0,25 mg 

0,20. ,, Blutplasma 


1,90 cem. 

Birne: 0,10 cem 5,4%iges Na-Arseniat. 
Gasraum : 10% CO, in Argon. 
Temperatur: 38°. 


te 


Die Retention ist auf die iibliche Art durch Einkippen von Saure 
zu bestimmen. 

Die limitierende Substanz bei dieser Anordnung ist das Pyridin- 
nucleotid, der Endwert betrigt 2-60 120 cmm Saure (2 - 60, 
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weil bei der Hydrierung des Pyridinnucleotids 1 Aquivalent Saure 
entsteht). 

Setzt man zu der Flissigkeit im Hauptraum tiberschiissige Brenz- 
traubensdure, z. B. 0,10cem m/2 brenztraubensaures Natrium, so 
bewirkt das ini Plasma immer vorhandene reduzierende Garungsferment, 


crun 








Q2ccm Norma/- aid 








0 30 60 % 120Min. 


Abb. 2. Manometrische Messung der Zymohexase in Tumorplasma und Normalplasma. 
0,2 com Plasma, 38°, 


daB das hydrierte Pyridinnucleotid, wenn es in der Oxydationsreaktion 
entstanden ist, wieder dehydriert wird. Dann kommt man mit kata- 
lytischen Mengen Pyridinnucleotid aus; die limitierende Substanz ist 
dann nicht das Pyridinnucleotid, sondern das Hexusediphosphat; die 
Saurebildung ist dann, bei gleicher Zvmohexasewirkung, nur halb so 
groB, da die Siurebildung durch die Hydrierung des Pyridinnucleotids 
fortfallt. 

Ein Beispiel mit Pyridinnuclectid als limitierender Substanz ist 
in Abb. 2 graphisch dargestellt. 
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Uber die Verteilung der Ascorbinsiiure 
in einigen pflanzlichen Speicherorganen. 
Von 
Waldemar Kréner und Wilhelm Volksen. 


(Aus dem Forschungsinstitut tir Starkefabrikation, Berlin.) 
(Eingegangen am 1. Februar 1915.) 


Mit 3 Abbildungen tm Text 


In einigen vorangehenden Arbeiten (5, 6,7) hatten wir festvestellt. 
dali die héchsten Vitamin C-Werte der Kartoffelknolle in der iiber- 
wiegenden Mehrzahl der Falle in der Umgebung des Kambiums zu 
finden sind. Da aber auch gegenteilige Ansichten geéubert wurden 
(vel. 8), lag uns daran, festzustellen, ob es sich bei der in der Kartoffel- 
knolle aufgefundenen Verteilung des Vitamins um eine allgemein fiir 
derartige Speicherorgane giiltige Gesetzmabigkeit oder um einen 
Sondertall handelt, und ob fiir vorkommende Abweichungen etwa 
Grinde namhaft gemacht werden kénnen. 

Die Verteilung des Vitamins C ist zunachst bedeutungsvoll fiir die 
Lésung physiologischer Fragen, die sich mit der Rolle des Vitamins in 
der Pflanze befassen. Sie ist daher auch von vielen Seiten untersucht 
worden, Wir beschranken uns hier daraut, die fiir die vorliegende 
Arbeit wichtigsten Befunde der Literatur kurz zusammenzufassen, und 
verweisen auf die ausfiithrlichen Darstellungen anderer Autoren mit 
zahlreichen Literaturangaben (9, 10, 4, 11). Danach enthalten die unter- 
irdischen Teile einer Pflanze verhaltnismabig wenig Vitamin C. Der 
Gehalt steigt bis zu den oberen Regionen der Achse an und erreicht 
Hochstwerte im Mesophyll der Blattspreiten und in den Organen der 
Bliitte. Auch manche Friichte weisen viel Vitamin C auf. 

Dartiber hinaus kann auch die Verteilung des Vitamins auf dic 
Bezirke eines Organs durchaus verschieden sein. Anreicherungen von 
Ascorbinsaure wurden gefunden z. B. beim Apfel unter der Schale, 
beim Fruchtknoten von Nymphaea alba gegenitber den iibrigen Teilen 
der Bliite, bei Wurzelspitzen gegeniiber dem tibrigen Wurzelkérper, in 
der Spargelspitze gegeniiber den tibrigen Teilen des Sprosses, in den 
driisigen Organen der Blatter von Drosera intermedia, im Kambium 
bezirk der Kartoffelknolle. 

Andererseits ist die Tatsache wichtig, daB ruhende Samen kein 
Vitamin C enthalten, es aber bei der Keimung bilden. 

Fiir diese Unterschiede im Ascorbinsauregehalt cinzelner pflanz 
licher Organe und in einzelnen Bezirken hat man verschiedene aubere 
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und innere Faktoren verantwortlich gemacht, ohne jedoch zu einer 
volistandigen Lésung der Fragen gekommen zu sein. Gesteigerte! 
Vitamin C-Gehalt ist fast stets bei lebhaften Wachstumsvorgdnge 
anzutreffen (keimende Samen, Wurzelspitzen, Bliiten), wobei die 
Bildung des Vitamins im betreffenden Organ oder der Transport von 
anderen Stellen her méglich ist. Man erkannte ferner, daB der Vitamin ( 
Gehalt der Pflanze und seine Verteilung als vom Entwicklungszustand 
abhangig angesehen werden miissen. Mit fortschreitender Entwicklung 
eines Keimlings steigen die C-Werte des Sprosses und erreichen kurz 
vor der Bliitezeit ein Maximum, Ebenso steigt der C-Gehalt der Blatter 
mit fortschreitender Entwicklung. Die Kronenblatter der Bliite wiederum 
enthalten, unabhangig von ihrer Farbe, mehr Vitamin C als die griinen 
Blatter. Bei Friichten ist ein stetiger Anstieg wahrend der Reife zu 
beobachten, wobei es allerdings auch Ausnahmen gibt. Auch bei det 
Kartoffelknolle findet Fellenberg (2) Abhaingigkeit der C-Verteilung von 
der Reife. Reife Knollen enthalten, entsprechend unserer friiheren 
Mitteilung, mehr Ascorbinsaiure im Kronen- als im Nabelteil; bei un 
reifen Knollen ist es umgekehrt. 

Weitere Zusammenhange bestehen in der Regel zwischen dem 
Chlorophyllgehalt und dem Vitamin C-Vorkommen. Nur griine Pflanzen 
bilden Ascorbinsaéure, doch ist in ihnen diese Synthese nicht unbedingt 
an die Anwesenheit von Chlorophyll gebunden, wie die Vitamin ( 
Bildung im Dunkeln keimender Samen, sowie der Anstieg des Reduk 
tionsvermégens lagernder Kartoffeln im Frithjahr beweisen. Auch 
zwischen Carotingehalt und Vitamin C sollen Beziehungen vorhanden sein. 

Man hat fernerhin nachgewiesen, daB zwischen Assimilation und 
der Ascorbinsaurebildung Relationen bestehen, wihrend der Zusammen 
hang zwischen Ascorbinséuremenge und Atmungsintensitdt noch um 
stritten ist (9,1). Als Muttersubstanz der Ascorbinsaure kommt Glucose 
in Betracht. 

Das Problem der Verteilung der Ascorbinsaéure hat aber nun noc! 
eine sehr erhebliche erndhrungswissenschaftliche Bedeutung. Wenn das 
Vitamin C ungleichmaBig in den pflanzlichen Nahrungsmitteln verteilt 
ist, so ist bei allen Berechnungen iiber die Vitamin C-Zufuhr in det 
Nahrung zu beriicksichtigen, daB in fast allen Fallen vor dem Genuli 
die Entfernung bestimmter Teile, z. B. durch Schalen, Verputzen und 
Zerlegen der Vegetabilien vorgenommen wird. Sind die entfernten 
Teile vitamin-C-reich, so beraubt man sich u. U. betrachtlicher Mengen 
dieses Erginzunysstoffes, wie es beim Schalen der Apfel tatsachlich 
oft der Fall ist. Man wird also bei Anbauversuchen, Zubereitung. 
Vorratshaltung, Konservierung und Trocknung sowie bei der Auf- 
stellung von Vitamin C-Bilanzen auf diese Verhaltnisse Riicksicht 
nehmen miissen. 
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Nach den oben geschilderten Anschauungen, die man sich iiber 
die Vitamin C-Verteilung in Pflanzen gebildet hat, ware die Anreicherung 
des Vitamins im Kambium als teilungsfahigem Gewebe wohl verstind- 
lich. Allein, es darf nicht auBer acht gelassen werden. daB die ver 
schiedenen Einfliisse, die fiir den Vitamin C-Gehalt maByebend sind, 
sich auch iiberschneiden kénnen. In Ubereinstimmung damit findet 
man bei gréBeren Untersuchungsreihen von Kartoffeln stets eine Anzahl 
Knollen, die die Héchstwerte nicht im Kambium, sondern entweder 
unter der Schaie oder im Innern aufweisen. 

Wir haben daher zur weiteren Klarung dieses Fragenkomplexes 
die Verteilung des Vitamins an verschiedenen knollen- oder riiben- 
formigen Speicherorganen, an deren Aufbau Wurzel, Hypokoty! oder 
SproB einen wechselnden Anteil haben, untersucht. Dabei handelt es 
sich vorzugsweise um girtnerische Erzeugnisse!, die in der mensch- 
lichen Ernahrung Verwendung finden, und zwar nahmen wir als Ver- 
treter oberirdischer SproBknollen den Kohlrabi und als Typen ver- 
schiedener Knollen, Riiben und Wurzeln, Sellerieknollen. Rettich, 
Kohlriiben, Beta-Arten, Petersilie, Zichorie, Schwarzwurzeln, 


Versuchsteil. 

Aus diesen Erzeugnissen wurden entsprechend dem Schema in 

Abb. 1 je nach GréBe und Gestalt 1, 2 oder auch 3 Zonen in Form von 
Scheiben herausgeschnitten; diese sind in ihrer 

Reihenfolge von oben zur Wurzelspitze hin in TT 

den folgenden Tabellen und Ausfiithrungen mit A, ra 





B oder C bezeichnet. In einigen Fallen wurde \4 
auch eine durch annahernd radiale Langsschnitte Pa 
hergestellte Scheibe L untersucht. Die em nel 








& 





mantelférmig vom Knollenkérper abgehobenen SSS S; 
Schichten sind dariiber hinaus mit WV be- \ 
zeichnet. In allen Fallen haben wir das kam- \ C 
biale Gewebe herausprapariert und im Ver- 











gleich mit den angrenzenden Partien auf seinen 





Vitamin C-Gehalt untersucht. Es ist nun nicht 
immer moglich, die Gewebeschichten exakt Abb. 1. Probenahme 

: P > FRR (schematisiert). 
voneinander zu trennen und dabei gleichzeitig 
geniigend Material fiir die Bestimmung zu erhalten. Das ergibt bei 
manchen Einzelwerten gewisse Unsicherheiten (s. unten). Doch mub, 


1 Herrn Prof. Reinhold, Direktor der Staatlichen Versuchs- und 
Forschungsanstalt fiir Gartenbau zu Pillnitz an der Elbe und seinen Mit- 
arbeitern, sowie Herrn Prof. Spengler, Direktor des Instituts fiir Zucker- 
industrie, Berlin, danken wir fiir die Uberlassung von Gemiise und Zucker 
riiben verbindlichst. 
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wie wir schon frither (5) betonten, entscheidender Wert daraut gelegt 
werden, daB die Unterteilung entsprechend dem anatomischen Aufbau 
erfolget. Es legt namlich eine Reihe von Untersuchungen in gleiche: 
ichtung vor, in denen aber im wesentlichen ..4uBere’* und ..innere 
Teile in Anlehnung an die kitichenmaBige Zubereitunge unterschieden 
werden. Wirsind tiberzeugt, da®B die haufigen Unstimmigkeiten zwischen 
den einzelnen Untersuchungsergebnissen zu einem groben Teil auf dic 
mehr oder weniger willkiirliche Zerlegung der Objekte zuriiekzufiihren 
sind. Die Bestimmung der Ascorbinséure wurde mit der in unseren 
friiheren Arbeiten niedergelegten Titrationsmethodik durchgefiihrt 

Die Ergebnisse finden sich in Tabelle I. 

Im einzelnen ist dazu noch folgendes auszufiihren: 

l. Kohlrahi ( Brassica oleracea L. var. gongylodes L.). 


Die Untersuchung wurde an der Sorte ,,Dreienbrunnen™ (griim) und 
an einer unbekannten Handelssorte (violett) durchgefiihrt. An der Bildung 
der Kohlrabiknolle ist nur der PrimarsproB beteiligt. Die Blitter sitzer 
mit breiter, durch das Wachstum ausemandergezogener Basis der Knoll 
auf. Als oberirdische SproBknolle ist Kohlrabi infolge eines geringen Chloro 
phyllgehalts griin gefarbt. In den violetten Sorten ist das griine Chlorophy!! 
durch andere Pflanzenfarbstoffe iiberdeckt. Es wurden zwei Zonen A und ¢ 
untersucht (Tabelle 1). 

Die Werte zeigen zunachst, dali der Vitamin C-Gehalt des Kohl 
rabi im Vergleich zu dem anderer Knollen- und Wurzelgemtise recht 
hoch ist. Bei der vorliegenden Untersuchung wurden obere und untere 
Extremwerte von 32,9 und 92,3 mg erhalten, Mittel tiber alle Werte 
60,5 mg’. Der Gesamtdurchschnitt weist eindeutig die tiefsten Werte 
bei beiden Sorten in den Kabiumschichten auf. Dies bestatigte sich 
auch an einer zur Kontrolle durchgefiihrten Untersuchung am Langs 
schnitt (Tabelle [). Die Einzelwerte, die wir nicht anfitihren, zeigen 
die fiir solehe Untersuchungen charakteristischen Schwankungen, In 
90 °% der Falle hat die Rinde einen héheren Wert als das Kambium 
0 


0 


15° die Kinde. In keinem Falle aber lag der Wert des Kambiums 


bei nur 25 iiberragt das Kambium die mittleren Teile und bei LO bis 
zugleich tiber Rinden- und Mittelpartie. Die Rinde enthalt im Durch 
schnitt die héchsten Werte. Der Sprung vom Kambium- zum Rinden 
wert ist gréBer als der vom Kambium zur Mitte. In 35 . der Unter 
suchungen haben die mittleren Teile die héchsten Werte. 


2. Kohlriibe (Brassica napus L. var. napobrassica (L.) Peterm.). 


An der Bildung der Knolle beteiligt sich in der Hauptsache das Hypo 
kotyl. Doch auch die Hauptwurzel und der Primarspro8B erfahren eine 
Verdickung. Es gelangte eine weiBe Sorte .,Schréders winterfeste Speise 
riibe‘S und eine gelbe ,,Gelber Apfel’ zur Untersuchung. Dazu wurden 
bei der weiBen Sorte Langsscheiben, bei der gelben Langs- und Quer 
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scheiben herangezogen. Die Ablésung des Rindenteiles gelingt bei diesen 
Riiben ziemlich leicht.* Fiir die Untersuchung wurde jedoch die Unter 
teilung gemiB den obigen Ausfiihrungen so exakt wie méglich mit dem 
Messer vorgenommen. Es mu darauf hingewiesen werden, daB die Riiben 
stellenweise leicht ergriint waren. 

Die Ergebnisse sind bei den Kohlriitben besonders interessant. Bei 
den Langsscheiben der weiben Sorte iiberwiegt der Vitamin C-Wert 
des Kambiums bei allen sieben Ritben den der Rinde. Nur in zwei 
tiiben iiberwog die Mitte um geringe Betrige das Kambium. 

Bei den gelben Riiben hingegen weist die Kambiumzone die ge 
rinysten Werte auf, die Rinde die héchsten. Letztere iiberwiegt in 
rund 74% der Falle tther Kambium und Mitte und nur in 10.5% zeigt 
das Kambium héhere Werte als die Rinde und in 26% héhere als die 
Mittelpartien. 

Bei der gelben Sorte tiberzeugten wir uns davon, da die Mit- 
bestimmung der Dehydroascorbinsdure die Verteilung der Werte nicht 
beeinfluBte. Die Reduktion nach Schwefelwasserstoffbehandlung ist 


ein wenig geringer. 


3. Rettich (Raphanus sativus). 

Die Untersuchung wurde an der Sorte ,,Miinchener Bier, weiB‘* durch- 
gefiihrt. Der Rettich entsteht aus dem Hypokotyl und dem oberen Teil 
der Wurzel, wachst also teils unter-, teils oberirdisch. Entsprechend de1 
Abb. | wurden die Zonen A, B und C untersucht. 

Die angegebenen Werte in Tabelle I beweisen im Durchschnitt 
eindeutig die Uberlegenheit des Kambiums im Vitamin C-Gehalt iiber 
die Nachbarzonen. Das trifft fiir Ascorbinséure allein sowie auch fiir 
das Gesamtreduktionsvermégen nach Behandlung mit Quecksilber- 
acetat und Schwefelwasserstoff zu. In letzterem Falle wird das Gesamt 
reduktionsvermégen infolge Ausschaltung stérender Stoffe in der 
Regel etwas kleiner gefunden, als bei der Ascorbinsaure allein. 

Auf das Kambium folgt im Durchschnitt des Vitamin C-Gehalts 
die Rinde und dann erst das Mark. Uberschlaglich liegt der Ascorbin- 
siuregehalt des Kambiums rund 10 bis 20°% héher als bei den iibrigen 
Teilen. Gleichwohl schwanken die Einzelwerte. Untersucht wurden 
insgesamt 17 Scheiben. In rund 60% der Fille liegt der Kambiumwert 
iiber dem der Mitte wad der Rinde. In 88% der Fille liegt er tiber 


Ly 


6 liber denjenigen der Rinden- 


den Werten der Mittelpartie und in 8 
teile, 
Nimmt man nun Proben in Form von Manteln vom Rettichkérper 


ab, so erhalt man bei der Rinde in der Regel mehr Vitamin C als im 


Kambium und im Mark. Dieser Befund kann vorbehaltlich det 
geringen Zahl der Einzelwerte — nach unserer Meinung auch daraut 


zuriickzufiihren sein. daB man beim Herunternehmen von Manteln des 
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Rettichkérpers ohne weiteres wiederholt in das Kambium gelangen 
kann. Es ist nach den Werten der Tabelle | gar nicht verwunderlich, 
daf die ,,AuBenpartien’’, die also die Rinde und teilweise auch die 
Kambiumschicht umfassen, mehr Vitamin C enthalten als die inneren, 
wie das schon Fujita und Ebihara (3) mitteilten, 


4. Knollensellerie (Apium graveolens L. var. rapaceum (Mill.) DC.). 


An der Bildung der Knolle ist der obere Teil der Hauptwurzel und das 
Hypokotyl beteiligt. Auch ein Teil des Hauptsprosses mit den Narben' 
der abgefallenen Blatter wird mit in die Verdickung einhezogen. Untersucht 
wurden zwei noch nicht ganz ausgewachsene Knoilen der Sorte ..Magde- 
burger Markt‘. i 

Die Werte zeigen wiederum, dali das Kambium im Ascorbinsaure- 
vehalt die Nachbarpartien iiberragt. Dieses Uberwiegen ist der Rinde 
gegentiber gering, der Mitte gegeniiber betriachtlich, da diese nur einen 
auBerst geringen Reduktionswert aufweist. 


Dd. Wurzelpetersilie (Petroselinum hortense Hoffm. var. tuberosum 
(Bernh.) Thellung). 

Hierbei handelt es sich um eine Ritbenwurzel. Untersucht wurde die 
Sorte ,,Lange spate weiBe Bardowiecker™. 

Danach weist der Gesamtdurehsehnitt fiir das Kambium die 
niedrigsten Werte auf. Es scheint aber so, als ob im unteren Teil B 
der Wurzel das-Kambium die héheren Werte aufweist. Das Ergebnis 
ist also fiir die Petersilienwurzel nicht eindeutig. Schwierigkeiten bei 
der Erfassung des Kambiums fiir analytische Zwecke kommen hinzu. 
Die Zahlen weisen einen betrachtlichen Ascorbinsaéuregehalt aus. 


6. Zichorienwurzel (Cichorium Intybus L.). 

Es handelte sich hierbei um die Sorte .,Briisseler Wittloot”. 

Aus den Werten ist zu entnehmen, dab zwar der Vitamin C-Gehalt 
des Kambiums den des Schalenteiles tiberwiegt, doch enthalt der Kern 
mehr als das Kambium. Dieses Verteilungsbild ergab sich auch bei 
Mitbestimmung der Dehydroascorbinséiure. Das Herauspraparieren der 
Xinde fiir analytische Zwecke ist sehr schwierig, da das Kambium sehr 
diecht unter der Schale leet. 


+. Schwarzwurzel (Scorzonera hispanica L.). 


Untersucht wurde die Sorte ,,Einjahrige Riesen**. Bei diesen Unter- 
suchnungen war die Kambiumschicht nicht mit geniigender Sicherheit fiir 
den vorliegenden Zweck zu erhalten. AuBerdem verursachte der aus- 
tretende Milchsaft beim Abwagen Schwierigkeiten. Es gelangten daher 
die ,,Randpartien* im Vergleich zu den ..mittleren Teilen* zur Verarbeitung. 
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Im Durchschnitt von vier Werten ergab die ,,.Mitte’’ 5.2 und dei 
Rand" 3,.7me% Ascorbinséure. Es liegen also etwas gleichsinnige 


Werte vor wie fiir die Zichorienwurzel, 


S. LZuckerriihe ( Beta vulgaris, ssp. altissima DC var. saccharifera Lange } 


Bei dieser Riibe ist hauptsachlich die Wurzel an der Riibenbilduny 
beteiligt, wihrend das Hypokoty! weitgehend zuriicktritt. An der Zucker 
wie auch an der Runkelriibe ist nun ein abnormes Dickenwachstum zu 
beobachten. Es wird nach und nach 
eine groBe Zahl von konzentrischen 
Kambiumringen angelegt, die nach det 
Peripherie hin immer mehr zusammen- 
gedrangt sind (Abb. 2 und 3). Es wurden 
nun hier an Querschnitten die Kambium- 
zonen und die Zwischenzonen — ent- 
sprechend Abb. 2 untersucht, soweit sie 
herauszupraparieren waren. Die Schwie- 
rigkeiten, bei Scheiben nur die Kambium 
schichten zu erfassen, gehen aus Abb. 3 
besonders klar hervor. Es gelangten 
Riiben aus der Hochzucht ,,N° vom 
Stadtgut Selehow (a) und Riiben unbe- 





Abb. 2. Zuekerriibe (Quersehnitt) Abb. 3. Zuekerriih 
1 3S Kambiumringe, (radialer Lingssehnitt) 
2, 4 parenchymatisches Gewebe. 


kannter Sorte aus dem Zuckerinstitut (b) zur Untersuchung. Letztere waren 
simtlich, bevor wir sie iibernahmen, zur Probenahme ausgebohrt und 
hatten lingere Zeit gelagert. Die Werte sind in Tabelle Il zusammen 
gefaBr. 

Man erkennt daraus. dak die absoluten Reduktionswerte gerine 
sind. In beiden Fallen iiberwiegt im Mittel der Wert des Kambium 
ringes 1 (s. Abb. 2) den Wert fiir die Parenchymschicht 2. In beiden 
Fallen weist auch die Kambiumschicht 1 die héchsten Werte aut 
Wahrend nun auch in den Selchower Riiben die itibrigen kambialen 
Zonen eine geringe Erhéhung iiber die Nachbarschichten zeigen, ist 
dies bei den Institutsriiben nicht der Fall. Trotzdem iibertrafen von 
38 vergleichbaren Kambiumwerten 23 606° deutlich, doh. um 









































a) 


b) 


Ri 


mie 
Wi 
Ki 
au 
mi 
na 


Ru 


un 


Di 
mi 
Ki 
de 
dic 
be! 
Ri 
bz 
da 
Au 
eb 
Re 


ho 


ein 
ges 


Da 











Verteilung der Ascorbinsaiure in einigen pflanzlichen Speicherorganen. 417 


Tabelle LL. Reduktionswerte in mg, Ascorbinsaure. 





Untersuchte Zonen der Riibe * 


Untersuchungs- 


: al Kam- Paren- Kam-  Paren- Kam Bemerkungen 
materia bium  chym  bium  chym — bium 
1 2 4 D 
a) Zuckerriibe 
(9 Riiben). . ‘tal 6.0 6.3 5.4 5,7 Mittel aus je &) Werten 
b) Zuckerriibe 
(10 Riiben). 8,2 6,1 6,2 6,5 64 Mittel aus je 10 Werten 
“BY: 6,1 6,3 5,9 6,1 Mittel aus je 19 Einzelwerte: 
Runkelriibe 
(9 Riiben) 4,1 4,1 39 3,7 1,1 Mittel aus je 0 Werten 


* Vel. Abbildung 2 


mehr als 10% die Werte der darauf folgenden Parenchymschichten, 
wahrend diese in acht Fallen, 21,1° 5, die Kambiumwerte tibertrafen. 
Kine bevorzugte Stellung des Kambiums ist also zu bemerken, wenn 
auch die geringe Héhe der absoluten Werte die Auswertung unsicher 
macht. Zudem ist zu beriicksichtigen, da die Ritben des Instituts 


naturgemaB kein volletiltiges Beweismaterial mehr darstellen, 


9. Runkelriibe (Beta vulgaris ssp. Rapa Dum). 


Sorte: ,,Ekekendorfer Rote’’ vom Stadtgut Buch. An der Bildung det 
Runkelriibe ist im Gegensatz zur Zuckerriibe tiherwiegend das Hypokoty! 
und nur zu einem geringen Teil die Wurzel beteiligt. 

Die Untersuchung erfolete genau so wie bei der Zuckerriibe. Die 
Durchschnittswerte ergeben sich gleichfalls aus Tabelle I. Uberblickt 
man aber die Einzeluntersuchungen, so liegen von IS vergleichbaren 


Kambiumwerten 5 — 37,7 °, deutlich, d.h. um mehr als 10°, iiber 
den Werten der darauffolgenden Parenchymschichten, wahrend diese 
die Kambiumwerte in II Fallen 61.1°, tiberragen. Dazu mul 
bemerkt werden, dak bei der aubBerordentlichen Dicke der untersuchten 
Riiben das Gewebe in der Nahe der Kambiumringe sehr oft zerrissen 
bzw. pords und verfarbt war. Es ist also durchaus wahrscheinlich 
dafB durch Luftzutritt der Vitamin C-Gehalt in unkontrollierbarem 
Ausmak} vermindert wird. Bei der Runkelriitbe tiberzeugten wir uns 
ebenfalls, da die Mitbestimmung der Dehydroascorbinsaure am 
Resultat nichts andert. Die Werte der Gesamtreduktion lagen stets 
hoher als die der Ascorbinsaure allein. 


Besprechung der Ergebaisse, 

Bei einer ganzen Reihe der untersuchten Gruppen konnen wir ein 
eindeutiges Uberwiegen der Vitamin C-Werte in den Kambiumzonen 
gegeniiber den auBen und innen angrenzenden Nchichten feststellen 
Das trifft z.B. zu fiir Kartoffeln, Sellerieknollen. Rettiche, weibe 








4158 W. Kroner u. W. Volksen: 


Kohlriiben. Daneben finden sich Speicherorgane, in denen diese 
Uberlegenheit des Kambiums nicht so deutlich ist, sei es, daB. wie bei 
der Petersilienwurzel, nur bestimmte Abschnitte diese Vitamin C-Ver- 
teilung aufweisen, sei es, da} die Kambiumwerte wohl tiber die Rinden- 
werte hinausgehen, nicht aber iiber das Mark. 

Andererseits finden sich nun auch Speicherorgane, bei denen eine 
durchaus gegensinnige Verteilung auftritt, das Kambium enthalt die 
veringsten Ascorbinsiuremengen im Vergleich mit den benachbarten 
Teilen. Das ist der Fall bei Kohlrabi und bei der gelben Kohlriibe. 

Dariiber hinaus konnte durch Untersuchung der Parenchym- und 
Kambiumschichten von Beta-Arten, die im Gegensatz zu den anderen 
untersuchten Materialien hier zahlreich und miteinander abwechselnd 
vorhanden sind, gezeigt werden, da} der Kambiumbereich meist etwas 
mehr Ascorbinsaéure enthalt als das auf ihn nach auBen hin folgende 
Parenchym, 

Die héheren Werte der Kambiumzonen liegen im ganzen gesehen 
nicht mehr als 10 bis 20% itber den Werten der Nachbarbereiche; die 
Differenzen sind also nicht sehr erheblich, kénnen aber im Einzelfalle, 
z. B. bei Rettich, mehr als 90% betragen. 

Unbeschadet der Méglichkeit, daB durch weitere Bestimmungen 
an einem gréBeren Material sowie durch Einbeziehung der Dehydro- 
ascorbinsaure und einer vielleicht vorhandenen ,,gebundenen Ascorbin- 
siure’’ noch gewisse Verschiebungen in den Ergebnissen eintreten 
konnen, kann doch wohl aus den vorstehenden Versuchen abgeleitet 
werden, da die kambialen Zonen der vegetativen Speicherorgane bei 
vielen Pflanzen durch einen erhéhten Vitamin C-Gehalt ausgezeichnet 
sind, Die seinerzeit fiir die Kartoffelknolle geltend gemachte Gesetz- 
maBigkeit hat also offenbar fiir frischgeerntete Erzeugnisse eine weiter- 
vehende Giiltigkeit. Das stimmt auch wohl tiberein mit dem eingangs 
mitgeteilten Befund von der Anreicherung der Ascorbinsaéure in 
wachsenden Pflanzenteilen. Es sei der Vollstaindigkeit halber darauf 
hingewiesen, das dieser Verteilungssinn bei der Kartoffel auch noch 
nach langerer Lagerung festzustellen war. 

Wenn nun Abweichungen von dieser in vielen Fallen vorhandenen 
Ascorbinséureverteilung stattfinden, so miissen dafiir besondere Ur- 
sachen maBgebend sein. Die zahlreichen Einfliisse, die man als wesentlich 
fiir die Vitamin C-Verteilung ansieht, kénnen sich iiberschneiden, wie 
das sehr deutlich aus dem Schrifttum hervorgeht. Es mu8 daher fiir 
den Kinzelfall gepriift werden, weleher Faktor als der ausschlaggebende 
anzusehen ist. 

Uberblicken wir nun unser Material, so ergibt sich, dab, abgesehen 
von den oben erwahnten Fallen der ungenauen Trennung der einzelnen 
Gewebe, Abweichungen vor allem bei den beiden Koblrabisorten und 
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den gelben Kohlritben vorkommen. In beiden Fallen liegen die Kam- 
biumwerte am tiefsten und die Rindenwerte am héchsten. Es liegt 
daher nahe, auch hier an den bereits bewiesenen Zusammenhang von 
Vitamin C und Farbstoffen, wie Chlorophyll und Carotinoide, zu denken. 
Die Kohlrabisorten enthalten in den auBeren Schichten Chlorophyll: 


iiber den Charakter der Farbstoffe der Kohlriiben. die iibrigens wie 
erwahnt schwach vriine Stellen autwiesen, liegen u. W. eingehendere 


Arbeiten nicht vor. 

Wir haben daher gepriift, ob man durch Ergriinenlassen von 
Kartoffeln eine andersartige Verteilung der Ascorbinsaure herbeifiihren 
kann. Zu diesem Zweck wurde eine Anzahl Knollen zur Halfte in 
trockenen Seesand eingegraben und verschieden lange Zeiten ans 
Laboratoriumsfenster gestellt. Durch einen Schnitt Krone-Nabel 
wurde die belichtete Halfte von der unbelichteten getrennt und aut 
ihren Reduktionswert untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle LI 
zusammengetabt. 


Tabelle Ill. Reduktionswerte zur Haltte belichteter und 
ergriinter Kartoffeln in mg®, Ascorbinsiure. 





Unbelichtete Seite Belichtete Seite 


Linde Kambium Rinde Kambium 


Belichtungs- 


semerkungen 
dauer 


, 


direkt 
direkt 
direkt 





Behandlung 


nach H 


2—5 Tage ' 15,2 19,9'19,9 24,1 15,2 19.3 23,2 Mittel aus je 8 Werten 


8 Knollen) 

10-15 Tage 6,6 11,9 12,6; 14,6 10,6 16,3 13,1 18,2 Mittel aus je 9 baw. 
- ; Werte 

(9 Knollen) : ‘ 


—_ 


Man erkennt daraus, dafS§ nach kurzer Belichtung, die nur einen 
kaum erkennbaren griinlichen Sehein hervorbrachte, eine Verschiebung 
der Ascorbinsaiurewerte nicht stattgefunden hat. Bei langerer Be 
lichtung, die ein starkes Ergriinen zur Folge hatte, ergibt sich eine 
deutliche Steigerung des Vitamingehalts und eine erhebliche Ver- 
schiebung zugunsten des Rindenanteils. Wenn im zweiten Falle die 
Ascorbinsaiurewerte des Kambiums die der Rinde um etwa 90°) in 
unbelichtetem Zustand tibersteigen, so nach der Belichtung nur noch 
um 24%. Fiir die Gesamtreduktion sind die Zahlen entsprechend 
rund 23 und 12%. 
teilungsverhaltnisses nicht erreichen konnten, so ist doch der Zu 


Wenn wir auch eine vollige Umkehrung des Ver 


sammenhang mit dem Chlorophyllgehalt gegeben. Es ist wichtig 
festzustellen, daB die Bildung eines zusatzlichen Reduktionsvermogens 








1P0 W. Kroner u. W. Vélksen: 


erst langere Zeit nach der Chlorophyllbildung erfolgte. (Die allgemein 
tiefer liegenden Werte nach einer Belichtung von 10 bis 15 Tagen sind 
natiirlich auf den KinfluB der Lagerung bei Zimmertemperatur zuriick- 
zutiihren. ) 

Zur Erklarung der Abweichungen von der Verteilung im Ninne 
Rinde Kambium Mark mu auch an die Verschiedenartigkeit det 
Gewebe in den einzelnen Zonen gedacht werden, je nachdem, wie weit 
sich Wurzel, Hypokotyl und Sprob an ihnen beteiligen. Auch werden 
oberirdische und unterirdische Teile sich infolee andersartiger Ver 
haltnisse in Beliehtung, Beliiftung, Farbstoffbildune u.a.m. ver- 
schieden verhalten. 

Hier weitere Klarheit zu schaffen, ist auf Grund des vorliegenden 
Materials noch nicht méglich, war auch nicht beabsichtigt. Insbesondere 
kann nicht Stellung dazu genommen werden, ob es sich bei der Vitamin C- 
Anreicherung in der Rinde um Neubildung oder um Ableitune von 
Ascorbinsaure aus anderen Gewebeteilen handelt. 

Dagegen miissen wir auf die ernadiirungsphysiologische Seite der 
vorstehenden Befunde naher eingehen. Wenn die kambialen Zonen 
der knollen- oder ritbenartigen Speicherorgane mehr Vitamin C enthalten 
als die benachbarten Teile, so muB auf die Erhaltung dieser vitamin C- 
reichen Teile bei der kiichenmaBigen Zubereitung besondere Riicksicht 
vgenommen werden, Das ist in den Fallen leicht durchfithrbar, in denen 
das Kambium tief genug liegt oder leicht erkennbar ist, so dali es beim 
Schalen nicht mit erfaBt wird: schwieriger oder unméelich ist es abet 
bei solechem Material, bei dem das Kambium unmittelbar unter der 
eigentlichen ..Schale’ liegt, die Rindenschicht also sehr diinn ist. In 
solehen Fallen ist das Abschaben der auBeren Schale durchaus an- 
gebracht (Schwarzwurzeln). Andererseits sind bei Knollen, die chloro- 
phyllhaltig sind, die Schalen besonders sorgfaltig abzunehmen, um die 
geringsten Verluste zu erhalten. 

Wir sind der Ansicht, da®B Belehrungen und Aufklarungen iiber diese 
Verhaltnisse, z. B. in Diatkiichen, Haushaltsschulen, Kochlehrgiéingen u. del. 
wohl dazu beitragen kénnten, die Qualitat der zubereiteten Nahrung im 
Durchschnitt za heben. Der anatomische Aufbau, wie er dabei beriick 
sichtigt werden mu, ist meistens ohne weiteres mit bloBem Auge erkennbar. 

Andererseits moéchten wir aber nicht den Ubertreibungen das Wort 
reden, die gerade in den letzten Jahren in dieser Richtung vorgekommen 
sind, Die C-Versorgung laBt sich namlich nicht aus einfachen mathemati 
schen Beziehungen, gegeben dureh Gehalt und Verteilung des Vitamins 
sowie durch den Schalabfall der verschieden gestalteten Organe ableiten. 
Das trifft vielmehr nur dann in groBen Ziigen zu, wenn wohlgestaltetes 
gesundes Material vorliegt. In allen Fallen, in denen miBgestaltete Wurzeln, 
Knollen usw. mit kranken und faulen Stellen eine besondere Behandhing 
verlangen, wird erfahrungsgeméi® beim Schalen und Verputzen so ver- 
schwenderisch vorgegangen, da keinerlei Riicksicht auf den besonderen 
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ernahrungsphysiologischen Wert der einzelnen Teile mehr genommer 
werden kann und Berechnungen weitgehend illusoriseh werden. Fiir die 
Bemiihungen, die Nahrungs- und Erganzungswerte unserer Nahbrungsmittel 
bis zum Verzehr voéllig zu erhalten, ist es mindestens ebenso wichtig, daB 
der Verbraucher ein von vornherein einwandtreies Material erhalt, als daft 
er iiber die Verteilung der Werte und die zweckmaBigste Behandlung des 
Erzeugnisses eingehend unterrichtet wird. 


Zusaiiumenfassung, 


Wie schon friiher an Kartoffelknollen nachgewiesen, nelimen die 
kambialen Zonen von vielen frischgeernteten knollen-, rithben- oder 
wurzelformigen Speicherorganen beziiglich der Hohe ihres Vitamin © 
Gehalts eine bevorzugte Stellung ein. Eine Anreicherung im Kambium 
wurde gefunden bei Kartoffeln. Kohlriiben (weib), Zuckerriiben, Rettich. 
Sellerie, Petersilienwurzel (im unteren Abschnitt), Diese Gesetzmabig 
keit hat jedoch keine allgemeine strenge Giltigkeit, denn bei Kohlrabi. 
Kohirtibe (gelb) weist das Kambium ausgesprochen die tiefsten Werte 
auf, wahrend die Rinde die héchsten hat. Beziehungen zum Chlorophyll 
und anderen Farbstoffen werden fiir die Abweichungen erortert. 


Die Kenntnis von der Verteilung des Vitamin C-Gehalts ist’ ftir 
eine optimale Vitamin C-Ausnutzung in der Ernahrung wichtig. 
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